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. RESUMEN EJECUTIVO

El objetivo General del proyecto como su nombre Jo indica fue Desarrollar programas
sustentables de control de Botrytis en uva de mesa de exportacion segun condicion
de sensibilidad a moléculas fungicidas claves, determinada tempranamente,
mediante técnicas moleculares (QPCR multiple) e incorporacion de moléculas
botryticidas no residuales en las principales zonas productoras del pais.

Con este propdsito para cumplir con lo propuesto se realizaron distintas actividades
(Objetivos especificos), las que a continuacién se indican:

i) Se desarrollé e implementé una herramienta molecular de deteccion temprana de
pérdida de sensibilidad a Carboxamidas (qPCR-Multiple-FMCA), en base a la
deteccion de mutaciones que confieren resistencia a Carboxamidas y ii) Se optimizé
la herramienta de qPCR implementada en proyecto InovaChile de CORFO para la
deteccién de mutaciones que confieren resistencia a hydroxyanilidas (QPCR-FMCA)
en Botrytis cinerea.

Ademas, y en ambos casos y con el fin de optimizar y aumentar la sensibilidad aun
mas en los dos procesos, se incorporé y validé el uso de la tecnologia HRM (gPCR
de alta resolucion), adquiriéndose el equipo RotorGene Q6000 (QIAGEN) con
fondos extra proyecto FIA generados por la unidad ejecutora.

iii) Se determinaron los cambios en los niveles de sensibilidad a carboxamidas e
hydroxyanilidas mediante las herramientas moleculares antes indicadas, los cuales
fueron validados mediante secuenciacion (Macrogen USA), y analisis
microbiolégicos tradicionales de sensibilidad e infeccion sobre muestras (flores o
bayas), obtenidas desde los distintos predios asociados: Temporada 0 y 1:
precosecha 2015/16 y flor y precosecha 2016/17, respectivamente; y temporada 2
del proyecto (flor y precosecha 2017/18).

iv) Conocidos los antecedentes de sensibilidad generados, se evalué la efectividad
de las moléculas alternativas medioambientalmente sustentables para el control de
Botrytis y su implicancia en el nivel de sensibilidad a los fungicidas de sintesis para
el disefio de Programas pilotos de control.

Las moléculas evaluadas fueron: una formulacién de Trichoderma sp. (Trichonativa),
el extracto de la planta Melaleuca alternifolia (Timorex Gold), la formulaciéon de
Bacillus subtilis strain 713 (Serenade ASO) y una formulaciébn de Bacillus
amiloliquefaciens (Serifel). El analisis se realizd mediante bio-ensayos bajo
condiciones controladas y en campo. En los Bioensayos las 4 formulaciones
presentaron un similar comportamiento, y con mayor eficacia en las dosis mas altas
inhibiendo por igual a los aislados sensibles como resistentes a carboxamidas e
hydroxyanilidas. En los ensayos de campo, la incorporacion de estas formulaciones
botryticidas complementarias no residuales de control en los programas de manejo
de Botrytis provocé un cambio en la sensibilidad de las poblaciones de los predios,
obteniéndose en algunos de éstos disminucion de los aislados resistentes mutantes



asociados y con ello también una disminucion de niveles de pudricién final
(incremento de eficacia).

v) Finalmente en la dltima temporada, los programas pilotos evaluados que
presentaron un mejor comportamiento en la temporada precedente (2016/17),
fueron la base para el Disefio de Programas Premium de Control de Botrytis en los
predios seleccionados (1: V R; 5: RM y 4: VI R). Estos programas se evaluaron en
la temporada 2017/18, y consideraron la incorporacion al inicio en floracion, que es
uno de Jos periodos mas criticos de infeccion, el uso de Jas moléculas fungicidas de
mayor eficiencia en el control de botrytis segun nivel de sensibilidad, tipo y frecuencia
de mutacién a carboxamidas e hydroxyanilidas predominante en cada predio. Cada
una de estas moléculas fue antecedida o precedida con alguna de las altemativas
complementarias no residuales, cuando asi correspondia.

Los resuitados finales de esta importante iniciativa financiada por FIA, nos ha
permitido cumplir con lo propuesto: Disefar al menos 10 programas 6ptimos de
control, los cuales han sido validados en campo respecto de su eficacia de control
en la dltima temporada. Ampliar el conocimiento respecto de la dinamica de las
poblaciones de Botrytis y los cambios genéticos asociados a la pérdida de
sensibilidad a dos de los grupos fungicidas mas importantes en el control quimico
de Botrytis, las hydroxyanilidas y las carboxamidas.

Un resultado no menos importante asociado al proyecto es el haber generado como
Laboratorio de Fitopatologia Frutal y Molecular el mayor banco de germoplasma de
Botrytis caracterizado genéticamente respecto del nivel de sensibilidad a
carboxamidas e hydroxyanilidas a nivel nacional (2371 y 2372 aislados,
respectivamente), como también microbiolégicamente respecto de otras moléculas
fungicidas de alta eficiencia de uso en Chile (cyprodinil & fludioxonil, Fludioxonil,
fenpyrazamine).

vi) Desde el inicio del proyecto a su término, se han desarrollado distintas
actividades de extension, con el apoyo de todos los asociados, difundiéndose los
resultados del proyecto a beneficiarios finales de las zonas productoras (Regién
Metropolitana, V y VI Regiones), en forma oral (Talleres (3), Seminarios (5), Dias de
Campo (3), mas de 70 reuniones técnicas y participacioén en 1 encuentro regional de
FEDEFRUTA F.G. en Los Andes, y en ofros eventos organizados por esta
asociacion gremial (PMA Fruittrade Latinoamerica, 2016 y en Fruittrade 2017),
Ademas se presentaron resultados parciales en Congresos nacionales (SACH 2016,
SOCHIFIT 2017) e internacionales (XVII Interational Botrytis Symposium), También
se difundieron los resultados mas relevantes a través de Entrevistas (El Mercurio On
line, Revista del Campo, revistas de extension (RedAgricola: 3, 2016; 2 en 2017 y 1
articulo in extenso en julio de 2018).

El primer articulo en revista de alto impacto enviado recientemente a International
Juomal Food Microbiology (26/09/2018; Factor de Impacto: 4.09). Por otro lado es
importante informar que por la gran cantidad de resultados generados y la relevancia



de los mismos, es que se estan preparando nuevas publicaciones a enviarse a otras
revistas cientificas de alto impacto, nacionales como extranjeras y preparandose
resimenes con algunos de los resultados finales mas relevantes los que seran
presentados en el proximo Congreso SOCHIFIT DE 2018 (Noviembre 28-30, U.
Austral, Valdivia).

“Estamos ciertos que toda la informacion generada en este proyecto ha llegado a los
productores asociados, cambiando el concepto que ellos tenian sobre las practicas
de monitoreo de sensibilidad, ahora ellos saben que para poder disefiar programas
exitosos de control no basta con realizar analisis microbiolégicos tradicionales, lo
que tienen que conocer es cual o cuéles son las mutaciones y su frecuencia en las
poblaciones predominantes en sus predios, e ir monitoreando cémo va reaccionando
esta poblacion frente a cambios en el manejo y particularmente en los cambios del
programa de control quimico.

Las herramientas moleculares disefiadas y optimizadas en esta iniciativa, permitiran
conocer esta informacion a un valor menor al de la técnica molecular existente hasta
antes de esta propuesta.

Por oftro lado, la gran cantidad de informacién generada permitira crear nuevas
iniciativas en las cuales nuestro objetivo primario siempre sera el productor,
manteniéndose de esta forma, el nexo con los productores primarios
asociados y generandose nuevos vinculos con otros productores.

Finalmente, tenemos la certeza de que estos temas como varios otros asociados
que se van a ir generando post proyecto, seran también al igual que la presente
iniciativa de gran utilidad para la industria de la Uva de Mesa de Exportacion de
nuestro pais,”...



Il. TEXTO PRINCIPAL

1. Breve resumen de la propuesta, con énfasis en objetivos, justificacion del
proyecto, metodologia y resultados e impactos esperados.

La uva de mesa es la principal especie del rubro fruticola del pais y la Pudriciéon Gris
causada por Botrytis cinerea el problema fitopatolégico mas importante que la afecta.
El control quimico del patégeno no ha sido del todo satisfactorio, debido entre otros
aspectos a la gran variabilidad genética y gran capacidad de generar resistencia a
fungicidas que presenta el hongo). Actualmente en Chile, se ha reportado la pérdida de
sensibilidad, en distintos niveles, a la gran mayoria de los fungicidas actualmente en
uso. Particularmente, importante es la mantencién e incremento del nivel de pérdida de
sensibilidad a las hydroxyanilidas (representadas actualmente en el pais por la
formulacion original y 2 genéricas) en donde en aislados chilenos las mutaciones
estables y mas frecuentemente asociadas a resistencia a fenhexamid estan presentes
en el codon 412 (F412S/V). La pérdida de sensibilidad a carboxamidas no es menos
importante (Representada inicialmente por boscalid) sobre todo si consideramos que
todas las nuevas moléculas botryticidas de sintesis que se estan introduciendo
pertenecen a este mismo grupo (fluopyram, isofetamida, pydiflumetofen). En boscalid,
las mutaciones mas frecuentemente detectadas en Chile correspondian a H272R
(562,8%), H272Y (35,42%), H272L (2,1%) (mutaciones en zonas no conservadas del
ADN del hongo) y, a P225L (6,25%) y P225H (4,16%) que aparentemente son mas
importantes porque generan resistencias cruzadas positivas entre las moléculas
fungicidas del mismo grupo (1; 3; 4; 5).

Las herramientas de diagnéstico desarrolladas en el presente proyecto, técnica gPCR-
Multiple, tenian por objetivo determinar cual o cuales eran las mutaciones mas
frecuentemente asociadas a la pérdida de sensibilidad a fenhexamid y a boscalid, y su
frecuencia, en predios de distinta condicion de sensibilidad inicial a éstos: (i) sensible,
(ii) resistente a fenhexamid, (iii) resistente a boscalid y (iv) resistente a ambos, y con
ello, considerando un uso 6ptimo de los fungicidas base y la incorporacién en épocas
especificas de moléculas fungicidas alternativas no residuales como algunas
formulaciones de antagonistas biolégicos (Trichoderma spp., Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens) o de extractos de plantas también no residuales como la planta del
Té (Melaleuca alternifolia | Timorex Gold), disenar y establecer Programas Efectivos
que permitieran controlar Botrytis en uva de mesa en las regiones mas afectadas
del pais pero de manera Medioambientalmente y Econémicamente Sustentable.



Con este propésito, durante dos temporadas y media (2015-2016, 2016-2017, 2017-
2018), en 5 predios modelos que se seleccionaron de varios otros que formaban parte
de la Plataforma de Sensibilidad online a botryticidas (Proyecto InnovaChile de CORFO
11BPC-9947), los cuales habian sido categorizados previamente segun su
comportamiento de sensibilidad a fenhexamid y boscalid y a otras moléculas fungicidas
de accion botryticidas en al menos 3 temporadas consecutivas, y también en 5 predios
nuevos en los que se desconocia su condicion inicial de sensibilidad, se procedi6 a
analizar el comportamiento de sensibilidad a estos dos fungicidas y a sus moléculas
homologas y su correspondencia con la presencia o ausencia de las mutaciones
asociadas con el desarrollo de resistencia a éstas.

Esta informacion era fundamental para posteriormente disefar los programas tipos
(programas pilotos), de control segun la situacién de cada predio (temporada 2016/17),
y en base a ello Disenar finalmente los Programas Premium de Control de Botrytis
para cada uno de las situaciones de sensibilidad detectadas en los distintos predios,
programas que fueron evaluados en la temporada 2017/18.

En los predios modelos la recuperacion de aislados de botrytis para analisis y
corroboracion de niveles de sensibilidad a fenhexamid y boscalid, comenzé en enero
de 2016, 2 meses antes del inicio del proyecto, estipulado para Marzo 1 de 2016. En
cambio en los predios nuevos se inicié en el periodo de flor de la temporada 2016/17.

En paralelo se implementaron las técnicas moleculares (qPCR-Mdltiple) para el
diagnéstico rapido y efectivo de la presencia de mutaciones asociadas a la pérdida de
sensibilidad a los 2 fungicidas, determinandose el tipo y frecuencia de mutaciones
presentes en los genes erg27 y sdhB asociadas a resistencia en botrytis a fenhexamid
y a boscalid, respectivamente. Ademas desde mediados de 2017 se iniciaron los
trabajos tendientes a optimizar y aumentar aun mas la sensibilidad de ambos procesos,
incorporandose y validandose el uso de la tecnologia HRM (qPCR de alta resolucién).

Los resultados generados con las técnicas implementadas y optimizadas sefalan
algunos cambios en el tipo y frecuencia de mutaciones asociadas con la pérdida de
sensibilidad a hydroxyanilidas en las poblaciones de Botrytis analizadas; predominando
la mutaciéon F412S en un 63,43% de los aislados resistentes analizados. Una muy baja
frecuencia presenté la mutacion F412V (1,14%), y por primera vez se detecta en las
poblaciones de botrytis nacionales y en una frecuencia no menos importante, la
mutacion F4121 (15,18%) (Cuadro 1).

Por otro lado, es importante sefialar que a través del tiempo, en general se observa una
tendencia a la disminucién de aislados sensibles a fenhexamid; de 24,17% aislados



sensibles detectados en precosecha de 2015/16 (aislados silvestres/ no mutantes/
fenilalanina), se llega en precosecha de la ultima temporada (2017/18) a solo un 12,58%
del total de aislados analizados (n=2371) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Frecuencia de mutaciones detectadas en el codon 412 del gen erg27 y en
los codones 225 y 272 del gen sdhB, asociadas a resistencia a fenhexamid y a boscalid,
por época desde precosecha 2015/16 a precosecha 2017/18. (Resultados se expresan
en porcentaje respecto del total de aislados analizados).

re-cosecha floracion re-cosecha | floracion re-cosecha
M2 bgt? p2015-2015 2016-2017 p2016-2017 2017-2018 p2017-2018 bt s
FENILALANINA* 24,17 22,07 15,45 30,42 12,58 20,24
ISOLEUCINA 25,00 18,62 16,82 3,96 17,08 15,18
LEUCINA 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SERINA 48,33 59,31 67,73 60,63 70,34 63,43
VALINA 2,50 0,00 0,00 5,00 0,00 1,14
(n=2371) 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
pre-cosecha floracion pre-cosecha | floracion |pre-cosecha Total (%)
P225 SdhB 2015-2016 2016-2017 2016-2017 2017-2018 | 2017-2018
HISTIDINA 9,17 8,41 32,88 7,08 10,54 15,39
PROLINA* 90,83 91,59 67,12 92,92 89,46 84,61
(n=2372) 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
pre-cosecha floracion pre-cosecha | floracion |pre-cosecha Total (%)
H272 SdhB 2015-2016 2016-2017 2016-2017 2017-2018 | 2017-2018
ARGININA 15,00 28,38 30,15 18,96 57,40 31,75
HISTIDINA* 76,67 66,07 63,48 25,83 26,01 50,21
LEUCINA 0,00 0,60 0,00 0,00 0,00 0,17
TYROSINA 8,33 4,95 6,36 55,21 16,59 17,88
(n=2372 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

*. corresponden a aislados no mutantes, para fenhexamid (fenilalanina) y para boscalid en codon 225
(prolina) y en 272 (histidina).

En el caso de boscalid las mutaciones mas frecuentemente detectadas fueron las
presentes en el coddn 272, con una proporcion de 31,75% del cambio de histidina por
asparagina (H272R), un 17,88% del cambio de histidina a tirosina (H272Y), y solo en
floracion de la temporada 2016/17, y en una bajisima frecuencia (0,6%) el cambio de
histidina por leucina (H272L). En la posicion 225 solo se detecté en un 15,39% el
cambio de prolina por histidina (P225H).



En general, aunque mas del 50% de los aislados analizados no presentaron
mutaciones, resulta preocupante la disminucion de este tipo de aislados en el tiempo
(véase Cuadro 1, porcentaje de histidina en H272 en precosecha 2017/18).

En cambio en la posicion 225 predominaron los aislados no mutantes, detectandose
solo el cambio de prolina por histidina, que alcanzé a través del tiempo valores
generalmente bajos, fluctuantes entre un 7 y un 11%, con excepcién de la época de
precosecha de la temporada 2016/17, en donde los mutantes P225H presentaron una
frecuencia mayor al 32% del total de aislados analizados (n=2372), lo cual sefala la
importancia de realizar este tipo de monitoreos para conocer la capacidad que tienen
las poblaciones de botrytis de ir cambiando en el tiempo. Este conocimiento sera
fundamental para proteger la eficacia y vida util de las nuevas moléculas carboxamidas
que estan introduciéndose en el mercado nacional (fluopyram, isofetamida y
pydiflumetofen, entre otras).

En el Cuadro 2, se presentan los tipos y frecuencias de las distintas mutaciones v/s los
aislados sensibles expresados en porcentaje para fenhexamid y boscalid, por regién.
Como puede observarse en las tres regiones predominan los aislados mutantes a
fenhexamid, correspondiendo a sensibles no mutantes para la posicion 412
(fenilalanina) un 23,25%, 18,84% y 20,70% para la V region, region Metropolitana y VI
region, respectivamente. Sin embargo, es importante sefalar que al considerar a las
mutaciones asociadas a pérdida de sensibilidad a boscalid en la V regién solo un 6,16%
serian sensibles a las dos moléculas. La situacion en la region Metropolitana y VI, no
es muy diferente, alcanzando los aislados sensibles absolutos a solo un 7,46% y un
11,89%, respectivamente.

Cuadro 2. Tipo y frecuencia de mutaciones asociadas a resistencia a fenhexamid
(coddn 412: fenilalanina aislados sensibles, mutantes con cambios a serina, valina o
isoleucina) y a boscalid (codon 225: prolina silvestre, mutantes con cambio a histidina;
codoén 272; histidina aislados sensibles, y mutantes con cambio a arginina, leucina o
arginina), por Region. (Todos los aislados resistentes marcados con negrita y cursiva).
Resultados se expresan en porcentaje respecto del total de aislados B. cinerea
analizados mediante la técnica qPCR multiple implementada en el proyecto (n=2371).

V Region ARGININA (272) | HISTIDINA (272) | LEUCINA (272) | TYROSINA (272) Totales VR
FENILALANINA 12,04% 6,44% 0,00% 4,76% 23,25%
HISTIDINA 0,00% 0,28% 0,00% 0,00% 0,28%
PROLINA 12,04% 6,16% 0,00% 4,76% 22,97%
ISOLEUCINA 6,44% 16,53% 0,00% 1,68% 24,65%
HISTIDINA 0,00% 0,84% 0,00% 0,00% 0,84%
PROLINA 6,44% 15,69% 0,00% 1,68% 23,81%




SERINA 31,37% 12,32% 0,00% 8,12% 51,82%
HISTIDINA 0,00% 1,68% 0,00% 0,00% 1,68%
PROLINA 31,37% 10,64% 0,00% 8,12% 50,14%
VALINA 0,28% 0,00% 0,00% 0,00% 0,28%
HISTIDINA 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
PROLINA 0,28% 0,00% 0,00% 0,00% 0,28%
Totales V Regién 50,14% 35,29% 0,00% 14,57% 100,00%
R. Metropolitana | ARGININA {272) | HISTIDINA (272) | LEUCINA (272 | TYROSINA (272) | Totales RM
FENILALANINA
(412s) 5,88% 8,68% 0,00% 4,29% 18,84%
HISTIDINA (225r) 0,09% 1,21% 0,00% 0,00% 1,31%
PROLINA (225s) 5,78% 7,46% 0,00% 4,29% 17,54%
ISOLEUCINA (412r) 5,13% 5,41% 0,00% 1,12% 11,66%
HISTIDINA (225r) 0,09% 1,21% 0,00% 0,00% 1,31%
PROLINA (225s) 5,04% 4,20% 0,00% 1,12% 10,35%
SERINA (412r) 15,21% 38,34% 0,37% 13,90% 67,82%
HISTIDINA (225r) 0,09% 18,84% 0,19% 0,00% 19,12%
PROLINA 15,11% 19,50% 0,19% 13,90% 48,69%
VALINA {412r) 0,37% 0,56% 0,00% 0,75% 1,68%
HISTIDINA (225r) 0,00% 0,09% 0,00% 0,00% 0,09%
PROLINA (225s) 0,37% 0,47% 0,00% 0,75% 1,59%
Totales RM 26,59% 52,99% 0,37% 20,06% 100,00%
VI REGION ARGININA (272r) | HISTIDINA (2725 |  LEUCINA TYROSINA Totales VIR
FEN'MLAlLZ’:;"NA 2,97% 13,06% 0,00% 4,67% 20,70%
HISTIDINA (225r) 0,00% 1,17% 0,00% 0,00% 1,17%
PROLINA (225s) 2,97% 11,89% 0,00% 4,67% 19,53%
ISOLEUCINA (412r) 6,90% 6,37% 0,00% 2,34% 15,61%
HISTIDINA (225r) 0,00% 2,23% 0,00% 0,00% 2,23%
PROLINA 6,90% 4,14% 0,00% 2,34% 13,38%
SERINA (412r) 20,81% 33,23% 0,00% 8,81% 62,85%
HISTIDINA (225r) 0,00% 9,45% 0,00% 0,00% 9,45%
PROLINA (225s) 20,81% 23,78% 0,00% 8,81% 53,40%
VALINA (412r) 0,00% 0,00% 0,00% 0,85% 0,85%
HISTIDINA (225r) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
PROLINA (2255) 0,00% 0,00% 0,00% 0,85% 0,85%
Totales VI R 30,68% 52,65% 0,00% 16,67% 100,00%
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Por otro lado, si analizamos los cambios en la frecuencia del tipo de mutaciones a través
del tiempo, desde precosecha 2015/16 a precosecha 2017/18 (Cuadro 3), se reitera lo
ya indicado, respecto de disminucion gradual de los aislados sensibles desde previo al
inicio del proyecto (precosecha 2015/16) a precosecha de la temporada 2017/18, dltima
época evaluada. En el caso de fenhexamid el porcentaje de aislados sensibles no
mutantes a fenhexamid (fenilalanina) de 24,17% en precosecha de 2015/16 disminuyen
a solo un 12,58% en la misma época de la temporada 2017/18. Y los mutantes valina
(F412V), se detectaron en una muy baja frecuencia (2,5%) solo en la primera época de
evaluacion (precosecha 2015/16).

En cambio, los aislados no mutantes a boscalid de un 67,5% en precosecha 2015/16
(76,67% histidina codén 272 - 9,17% de mutantes en codén 225) llegan a solo un
15,28% al término del estudio (25,84% en codon 272 menos 10,56% mutantes histidina

en codoén 225).

Los mutantes H272L, que corresponden al cambio de histidina por leucina solo se
detectaron en la época de floracion de la temporada 2016/17, y en una muy baja
frecuencia, lo cual es importante porque este tipo de aislado se comporta
moderadamente resistente a fluopyram, y por lo tanto un mayor porcentaje y
prevalencia de este tipo de aislados podria afectar la eficacia de ésta molécula fungicida
recientemente incorporada en los programas de control de botrytis en Chile.

Cuadro 3. Distribucion a través del tiempo del Tipo y frecuencia de mutaciones
asociadas a la pérdida de sensibilidad a fenhexamid (isoleucina, serina y valina) y a
boscalid (arginina, leucina y tirosina en c6dén 272, y de Histidina en codén 225), en
aislados de B. cinerea recuperados en precosecha de 2015/16, 2016/17 y de 2017/18
(Totales generales por época). (Aislados sensibles no mutantes en letra cursiva).

Distribucion (%) de aislados de B. cinerea sensibles v/s mutantes resistentes
en pre-cosecha 2015-2016
ARGININA (H272R) HISTIDINA (H272) TYROSINA (H272Y) Totales F412

FENILALANINA (F412) 12,50% 10,83% 0,83% 24,17%
PROLINA (P225) 12,50% 10,83% 0,83% 24,17%
HISTIDINA {P225H}) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
ISOLEUCINA {F412i) 0,83% 24,17% 0,00% 25,00%
PROLINA {P225) 0,83% 24,17% 0,00% 25,00%
HISTIDINA(P225H) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
SERINA (F412S) 1,67% 39,17% 7,50% 18,33%
PROLINA (P225) 1,67% 30,00% 7,50% 39,17%
HISTIDINA {P225H) 0,00% 9,17% 0,00% 9,17%
VALINA (Fa12V) 0,00% 2,50% 0,00% 2,50%
PROLINA (P225) 0,00% 2,50% 0,00% 2,50%
HISTIDINA (P225H) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
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Totales H272 15,00% 76,67% 8,33% 100,00%
Distribucién (%) de aislados de B. cinerea sensibles v/s mutantes resistentes
en pre-cosecha 2016-2017
ARGININA (H272R} HISTIDINA (H272) TYROSINA {(H272Y) Totales F412
FENILALANINA (F412) 6,97% 6,97% 1,52% 15,459
PROLINA (P225} 6,97% 4,85% 1,52% 13,33%
HISTIDINA (P225H) 0,00% 2,12% 0,00% 2,12%
ISOLEUCINA (F4121) 7,27% 6,21% 3,33% 16,82%
PROLINA (P225) 7,27% 4,24% 3,33% 14,85%
HISTIDINA {P225H) 0,00% 1,97% 0,00% 1,97%
SERINA (F412S) 15,91% 50,30% 1,52% 67,73%
PROLINA (P225) 15,76% 21,67% 1,52% 38,94%
HISTIDINA (P225H) 0,15% 28,64% 0,00% 28,79%
VALINA (F412V) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
PROLINA (P225) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
HISTIDINA {P225H) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Totales H272 30,15% 63,48% 6,36% 100,00%
ﬁi;;aztllos sensibles para fenhexamid: F412; Aislados sensibles para boscalid en codon 225: P225, y en codén 272:
Distribucion (%) de aislados de B. cinerea sensibles v/s mutantes resistentes
en pre-cosecha 2017-2018
ARGININA (H272R)  HISTIDINA (H272) TYROSINA (H272Y) Totales F412
FENILALANINA (F412) 3,15% 8,54% 0,90% 12,58%
PROLINA (P225) 3,15% 8,09% 0,90% 12,13%
HISTIDINA (P225H) 0,00% 0,45% 0,00% 0,45%
ISOLEUCINA (F4121) 11,46% 3,37% 2,25% 17,08%
PROLINA (P225) 11,46% 2,25% 2,25% 15,96%
HISTIDINA {(P225H) 0,00% 1,12% 0,00% 1,12%
SERINA (F412S) 42,92% 13,93% 13,48% 70,34%
PROLINA (P225) 42,92% 4,94% 13,48% 61,35%
HISTIDINA (P225H) 0,00% 8,99% 0,00% 8,99%
VALINA (F412V) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
PROLINA (P225) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
HISTIDINA {P225H) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Totales H272 57,53% 25,84% 16,63% 100,00%

Aislados sensibles para fenhexamid:

H272.

F412; Aislados sensibles para boscalid en codon 225: P225, y en codén 272:
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Los resultados obtenidos a través de las técnicas moleculares implementadas como el
de las optimizadas, fueron comparados con los resultados obtenidos en los analisis
microbiolégicos de sensibilidad in vitro a estas dos moléculas, realizandose ademas
pruebas de sensibilidad a la mezcla cyprodinil & fludioxonil, que actualmente sigue
siendo la de mayor eficacia en el control de Botrytis; a fenpyrazamine, molécula
perteneciente a la familia de las amino-pyrazolinonas que presenta el mismo sitio de
accion que fenhexamid; a fluopyram e isofetamida, que corresponden a las 2 primeras
nuevas moléculas de ultima generacion del grupo de las carboxamidas, que también
forman parte de las moléculas de alta eficiencia y que seran la base del control de esta
importante enfermedad a partir de la temporada 2018/19. Ademas, se incluy6 a
fludioxonil, molécula que forma parte de la mezcla Switch, y que recientemente también
ha sido formulada en mezcla con fenhexamid.

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 1. a-g, en ésta puede observarse
una predominancia de aislados resistentes a fenhexamid en todas las épocas
analizadas, con promedios de valores ECso muy superiores al punto de corte
establecido (2-4pg/mL). Los valores ECso minimos maximos y mediana detectado para
cada molécula en cada una de las épocas evaluadas se presentan en el Anexo 1.

Situacion similar se observa en los valores ECso de fenpyrazamine, en el que se
asumieron como punto de corte los mismos valores, sin embargo, segun estudios
realizados (2), el valor que esta siendo considerado actualmente seria muy superior a
éstos (ECs0>50ug/mL). No obstante lo anterior, los valores detectados en los analisis
realizados en este proyecto, superarian en la mayoria de las épocas analizadas este
valor manteniéndose por lo tanto la predominancia de aislados resistentes a
fenpyrazamine en los aislados de B. cinerea chilenos.

En el caso de los valores ECso detectados en los aislados a boscalid, la situacion no es
muy diferente; predominan los aislados resistentes por sobre los sensibles y en la tltima
época evaluada (precosecha temporada 2017/18), el 86,8 % de los aislados presentd
un ECsp promedio de 86 pg/mL. En el caso de las nuevas moléculas carboxamidas,
fluopyram e isofetamida, la situacion de sensibilidad sigue siendo preocupante, porque,
aunque predominan los aislados sensibles por sobre los resistentes, la frecuencia de
estos ultimos en una poblacion recientemente sometida a fluopyram (registro para uso
en uva de mesa solo desde floraciéon 2017/18), es alta (31,31%) (Figura 1, seccién d).

El comportamiento hacia isofetamida (Figura 1, seccién e), perteneciente al mismo
grupo, con registro obtenido recién este afno, y que sera utilizada a partir de la
temporada 2018/19, es ain mas preocupante porque los aislados resistentes de
precosecha de la temporada 2017/18 superan el 46% del total de aislados analizados.
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El comportamiento detectado a estas dos nuevas carboxamidas en modo alguno puede
indicar que no sean de alta eficiencia, si no, mas bien a la pre-existencia de un cierto
nivel de resistencia cruzada positiva como consecuencia de un uso inadecuado de
boscalid en temporadas anteriores.

Por otro lado, es importante destacar que segun los resultados obtenidos en este
proyecto y ya indicados, existe un alto riesgo de que se incremente la pérdida de
sensibilidad a fluopyram e isofetamida a través del tiempo si no se utilizan en forma
adecuada, porque si bien los valores ECso promedios detectados son bajos, se detecta
una tendencia al incremento en éstos, presentando algunos de los aislados analizados
ECso cercanos a 100 ug/mL.

Los antecedentes antes mencionados senalan la importancia de difundir ain mas los
resultados obtenidos en esta iniciativa con el fin de impulsar la practica del monitoreo
de los cambios en sensibilidad mediante la deteccién del tipo y frecuencia de las
mutaciones asociadas a resistencia a carboxamidas mediante la herramienta molecular
de diagnéstico implementada en esta iniciativa, con el fin de evitar la pérdida de
sensibilidad a estas nuevas moléculas botryticidas de alta eficiencia que recién se estan
incorporando en los programas de control de botrytis en uva de mesa en el pais
(fluopyram/2017/2018; isofetamida/2018/19). Debido a lo anterior deberia considerarse
como una practica de uso comun y fundamental el monitoreo con esta herramienta, al
menos por las empresas de agroquimicas involucradas, como forma de proteger a sus
activos.

Finalmente, y como se puede observar en las graficas f y g de la Figura 1, en todas las
épocas evaluadas un porcentaje cercano al 100% de los aislados analizados se
present6 con alta sensibilidad a fludioxonil como para la mezcla cyprodinil & fludioxonil
con valores ECso muy inferiores al punto de corte establecido (1 pg/mL), con la
excepcion de un 1,98 y 2,16% de aislados recuperados desde flor de las temporadas
2016/17 y 2017/18, respectivamente que presentaron valores ECso mayores al punto
de corte, aislados resistentes a fludioxonil pero que se comportaron como sensibles a
la mezcla.
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Figura 1. Porcentajes de aislados sensibles (@) v/s resistentes ( ) por época analizada en
cada temporada, para cada una de las moléculas fungicidas solas o en mezclas evaluadas: (a)
fenhexamid, (b) fenpyrazamine, (c) boscalid, (d) fluopyram, (e) isofetamida, (f) fludioxonil y (g)
cyprodinil & fludioxonil. Valores ECso promedios totales para cada una de éstas y por época en
paréntesis (Q).

{a) FENHEXAMID (d) FLUOPYRAM
100 - - 100 100 4 r 100
8,45 5,73
80,28 84,65 90,45 78,19 89,18
80 - 80
g z
£ =
3 g
2o o 3l = 3
2z 8 = S
£ 21§ w
H o ‘E o
£ L :
£ a0 4 L 430 £ 5 £
(2931) g = &
(24,09} a s
(22,29} O 5 5
0 - (15,42} 0728 55 s s
- 0 g
pre-cosecha  floracion  pre-cosecha  floracién  pre-cosecha » ~ :
20152016 20162017 20162017 2017-2018  2017-2018 precosecia  floraddo  precosecha floraddn  pre-cosedha
(=142} {r=658) {n=518) {n=463) {n=425) 2015-2016 2016-2017 20162017 2017-2018  2017-2018
{n=142) {n=658) {n=618) {n=436} {n=428)
(c) BOSCALID (b) FENPYRAZAMINE
100 - 100 100 - - 100
4362 86,80
52,11 70,71 72,15 " 83,10 81,46 9110 69,28 89,01
80 4 L 80 80 - 80
(70,53} : {86,82) = 5 =
2 O E 3 E
E{l 3
72,80) 2] = E
60 {42,58) e aif £ 60 (69,85} L e 2
£ {4851} Sl g (62,41} (61,20) H
= o
§ i i . 51.53) 3
§ 40 - g L a0 § 40 L 50 §
E o a
s 5 5
= o
47,89 ) = >
20 4 56,38 - 20
28,22 27,85
13,18
-0

2016-2017
{n=658}

2016-2017
{n=618)

2017-2018
(n=456}

2017-2018
(n=425}

pre-cosecha
2015-2016 2016-2017
{n=142) {n=658)

floracion  pre-cosecha

2016-2017
{n=618}

floracion
2017-2018
{n=459)

pre-cosecha
2017-2018

{n=455}

15




Continuacion Figura 1,

(e} ISOFETAMIDA
100 - r 100
1268 100
=
£
= z
3 ]
s 2
s o
£ (3
o
s
o
>
precosecha floracion 2016~ pre-cosecha floracion 2017- pre-cosecha
2015-2016 2017 (=658} 2016-2017 2018 (n=460} 2017-2018
{n=142) {n=618) {n=437)
(f) FLUDIOXONIL
=
E
£ =
2 g
-] o
s 5
g g
3 s
o
5
(J
>
pre
2015-2016 2016-2017 2016-2017 2017-2018 2017-2018
{n=142) {n=658} {n=618) {n=262) {n=427)
(g) CYPRODINIL Y FLUDIOXONIL
100 4 r L0
=
20 4 tos £
" E
s 2
3 &
£ e 4 L o5 o
< o
2 @
S 100,00 £
8
40 04 &
s
>
20 - 0.2
0 T v T - 00
precosecha floracién 2016- precosecha floracién 2017- pre-cosecha
20152016 2017 (n=658] 2016-2017 2018 {n=460) 2017-2018
(n=142) (n=618) (=430}

16



Otro resultado importante es que a través del tiempo se corroboré que las poblaciones
de botrytis son muy dinamicas y que éstas reaccionan rapidamente frente al manejo
agroecologico al que son sometidas. Ejemplo de ello es que en una misma temporada
fue posible detectar cambios a nivel de mutaciones frente a cambios en el programa de
control al incorporarse entre las aplicaciones de los fungicidas de alta eficiencia algunas
de las moléculas alternativas no residuales involucradas en el proyecto (Anexo 2).

También y en paralelo a las actividades ya indicadas, se realiz6 la evaluacion del efecto
de los antagonistas biol6gicos y fungicidas no residuales del género Bacillus (Serenade
ASO y Serifel) y del extracto de la planta del Té (Melaleuca alternifolia), estas pruebas
se realizaron mediante Bio-ensayos en plantulas de pepino, bajo condiciones
controladas. Resultados obtenidos se presentan en Anexo 3.

En base a todos los resultados generados se seleccionaron algunos de los tratamientos
tipo que se sometieron a evaluacion durante la temporada 2016/17 en los predios
modelos, y se disefiaron 3 a 4 tratamientos Premium para los 10 predios asociados al
proyecto (5 modelos y los 5 predios nuevos), los que fueron evaluados en 2017/18,
ultima temporada del proyecto. Estos tratamientos consideraron los resultados de todos
los parametros evaluados (niveles de infeccidn, niveles de pudricion en poscosecha,
niveles de sensibilidad con técnicas tradicionales y con las técnicas moleculares
implementadas).

Los resultados obtenidos en los tratamientos Premium permitieron seleccionar para
cada uno de los predios, los que se comportaron como las alternativas mas eficientes
de control, respecto de: incremento de aislados sensibles, disminucién de mutaciones
y menores niveles de pudricion en poscosecha (Anexo 4).

Segun estos ultimos resultados se corrobora la importancia de disefiar programas
segun condicidn de sensibilidad y tipo y frecuencia de mutacién asociada de cada
predio, porque tratamientos idénticos en distintos predios otorgan distinto resultado
final.

También es importante sefialar que como el uso de la técnica molecular implementada
sera la herramienta tecnolégica base para disefnar programas de control mas eficaces
porque considera la realidad particular de las poblaciones de Botrytis predominantes a
nivel predial, sera también esperable que los predios que utilicen en el futuro este tipo
de andlisis obtengan un resultado productivo y econdmico mas exitoso, lo que se
traducira en fruta mas sana y con menos residuos y en mejores retornos a nivel
productor, y por ende a nivel pais.
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Este plus a generarse financiara el costo adicional involucrado en el uso de esta nueva
herramienta de innovacién, porque al hacer el ejercicio de posibles valores de los
nuevos analisis, el costo final es inferior al inicial sin el uso de esta herramienta (Cuadro
4), por lo que con el tiempo es muy probable que se considere como una practica mas
dentro de las habituales en el manejo de botrytis en el cultivo de la Uva de mesa de
Exportacion como en otros cultivos de importancia econdémica para el pais,
optimizandose la produccion de éstos a nivel regional y a nivel pais.

Cuadro 4. Comparacién de costos de los analisis moleculares tradicionales y analisis
moleculares desarrollados en el proyecto

a) COSTOS POR AISLADO DE BOTRYTIS CINEREA 1 SONDA CON
SECUENCIACION
S 48.000
b) COSTOS POR AISLADO DE BOTRYTIS CINEREA 1 SONDA SIN
SECUENCIACION
S 24.000 *
c) COSTOS POR AISLADO DE BOTRYTIS CINEREA 3 SONDAS CON
SECUENCIACION
S 62.000
d) COSTOS POR AISLADO DE BOTRYTIS CINEREA 3 SONDAS SIN
SECUENCIACION
S 34.000
Carboxamidas
a) COSTOS POR AISLADO DE BOTRYTIS CINEREA 1 SONDA CON
SECUENCIACION
S 48.000
b) COSTOS POR AISLADO DE BOTRYTIS CINEREA 1 SONDA SIN
SECUENCIACION
S  24.000 *
c) COSTOS POR AISLADO DE BOTRYTIS CINEREA 5 SONDAS CON
SECUENCIACION
S  65.000
d) COSTOS POR AISLADO DE BOTRYTIS CINEREA 5 SONDAS SIN
SECUENCIACION
S 42.000

Finalmente, es importante sefialar que todos los resultados generados durante las tres
temporadas de trabajo de esta iniciativa FIA fueron dados a conocer directamente a los
productores involucrados. La difusion a la comunidad interesada externa al proyecto se
realizé informando los resultados mas generales y globales, manteniéndose de esta
forma el nivel de confidencialidad de la data de cada predio.
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2. Cumplimiento de los objetivos del proyecto:

Descripcion breve de los resultados ESPERADOS VERSUS LOS OBTENIDOS,
comparacion con los objetivos planteados, y razones que explican las
discrepancias (ANALISIS DE BRECHA)

Objetivo 1. Desarrollar e implementar una herramienta molecular de deteccién
temprana de pérdida de sensibilidad a Carboxamidas (qPCR-Multiple-FMCA), en base
a la deteccion de mutaciones que confieren resistencia a Carboxamidas en Bofrytis
cinerea.

Este objetivo se cumplié totalmente, ya que se desarrollé e implementé la herramienta
de deteccion temprana de perdida de sensibilidad a Carboxamidas, que permite
detectar las mutaciones en el gen SDHB en aislados de Bofrytis cinerea, en un solo
paso, una sonda y partidores para varias mutaciones. De esta manera se pudo
determinar el tipo y frecuencia de mutacion en las posiciones 272 (H272R/YN) y 225
(P225H) en una sola reaccién (Figura 2).

Objetivo 2. Optimizar una herramienta de qPCR para la deteccion de mutaciones que
confieren resistencia a hydroxyanilidas (QPCR-FMCA) en Botrytis cinerea.

Este objetivo se cumplié totalmente, ya que se optimizdé la herramienta de qPCR
implementada previamente en Proyecto InnovaChile de CORFO, en donde para
detectar cada mutacion asociada al gen Erg27 en el codén 412, que se asocian a alta
resistencia a hydroxyanilidas, era necesario el uso de sondas y partidores distintos. La
optimizacioén de la técnica permite actualmente detectar en una reaccién con una Unica
sonda y partidores, las tres mutaciones asociadas (cambio de fenilalanina por serina
(F412S), o por isoleucina (F412l) o por valina (F412V). De esta manera se pudo
establecer el tipo y frecuencia de cada mutacién en la poblacion de aislados
recuperados desde los distintos predios en los periodos de flor y precosecha de 2
temporadas consecutivas (2016/17 y 2017/18). Lo mismo se realiz6é en el caso de las
mutaciones asociadas a pérdida de sensibilidad a carboxamidas (Figura 2).

Objetivo 3. Determinar nivel de sensibilidad a fungicidas del tipo carboxamidas e
hydroxyanilidas mediante las herramientas de innovacion y validar presencia e
incidencia de mutaciones mediante secuenciacion y analisis microbiol6égicos
tradicionales de sensibilidad e infeccion con muestras obtenidas desde los predios
seleccionados. Lo mismo se realiz6 en el caso de las mutaciones asociadas a pérdida
de sensibilidad a carboxamidas. (Véase anexo 1: Tipo y frecuencia de mutaciones
asociadas a hydroxyanilidas y carboxamidas).
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Este objetivo se cumpli6 totalmente, determinandose el nivel de sensibilidad mediante
la deteccion de mutaciones asociadas a resistencia a Hydroxyanilidas y Carboxamidas
presentes en los genes Erg27 y SDHB, respectivamente, coincidiendo en la mayoria de
los casos en un 100% con los resultados obtenidos en la secuenciacion y los analisis
microbiologicos tradicionales. Sin embargo es importante sefialar que en algunos pocos
aislados que presentaban valores ECso para boscalid superiores al punto de corte
(15ug/mL), no presentaban mutaciones en la sub unidad B de la enzima succinato
deshidrogenasa, tanto bajo la técnica implementada como bajo secuenciacion. Similar
resultado se presenté en muy pocos aislados en el caso de las determinaciones
realizadas a fenhexamid (punto de corte/ ECso= 2ug/mL) (Anexo 1).
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Figura 2 .- ldentificacion de mutaciones en erg27 y sdhB de Botrytis cinerea mediante FMCA
(Fluorescence melting Curve Analysis). Se muestra en A curvas de melting representativas
indicando distintos cambios en el codon 412 de erg27 a través de la sonda marcada con CY5.
En B y C se presentan curvas caracteristicas para los distintos cambios identificados en el
codon 225 y 272 de sdhB, a través de las sondas marcadas con HEX y FAM, respectivamente.
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En todos los casos la lineas verticales indican la temperatura de melting caracteristica a cada
curva.

Objetivo 4. Evaluar en aislados de distinto nivel de sensibilidad a los fungicidas del tipo
carboxamidas e hydroxyanilidas, la efectividad de moléculas alternativas
medioambientalmente amigables para el control de Botrytis y el nivel de sensibilidad a
los fungicidas quimicos para el disefio de Programas de control piloto.

Este objetivo se cumplié totalmente, ya que se evaluaron los aislados de Bofrytis
cinerea categorizados segun nivel de sensibilidad a fenhexamid y boscalid con respecto
a fungicidas no residuales y antagonistas bioldgicos, lo que permitié disefiar programas
de control sustentables segun la condicion de sensibilidad presente en cada predio
analizado (Anexo 3).

Objetivo 5. Seleccion de Programas Premium de Control de Botrytis cinerea evaluando
la eficacia de los programas de control piloto aplicados (Temporada 2) en los predios
seleccionados, mediante la determinacion de los niveles de infeccion de Botrytis y el
nivel de pérdida de sensibilidad (resistencia) a los fungicidas, utilizando las
herramientas de innovacion.

Segun los resultados de sensibilidad obtenidos en los predios sometidos a los distintos
programas fitosanitarios durante las temporadas 2015-2016 y 2016-2017, se
seleccionaron los tratamientos mas efectivos en el control de Botrytis cinerea, los que
al ser aplicados en la temporada 2017-2018 resultaron ser en la mayoria de los casos
los mas eficaces (Anexo 4). Al respecto es importante sefalar que en algunos de los
predios el tratamiento tradicional presentd menores porcentajes de pudricidon en
poscosecha, pero este resultado fue consecuencia de un programa muy intensivo
disefiado por el productor y por lo tanto no puede compararse con los tratamientos
propuestos por el proyecto, porque por el alto nimero de aplicaciones no es sustentable
medioambientalmente, lo cual es un factor de importancia que debe considerarse para
proteccién de la industria de la uva de mesa de exportacion.

Objetivo 6. Difundir los resultados del proyecto a beneficiarios finales de las zonas
productoras (Regién Metropolitana y, V y VI Regiones).

Este objetivo se cumplié totalmente, ya que en el transcurso de todo el proyecto se
realizaron charlas informativas, talleres técnicos y seminarios enfocados a entregar la
informacion a los productores de las zonas mas importantes en la produccion de uva
de mesa en Chile.
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® Descripcion breve de los impactos obtenidos

1. Se corrobora la importancia de realizar monitoreos de infeccién y sensibilidad en
la uva de mesa de exportacion para lograr un control eficiente de Botrytis de manera
sustentable (fruta mas sana / menores pérdidas por pudricién / menores residuos =
mayor precio).

2. La proteccion de las moléculas botryticidas de alta eficiencia es un compromiso
no solo de las empresas de agroquimicos, si no, que también de todos los usuarios e
involucrados con el sistema de producciéon de una de mesa. Como hemos mencionado
anteriormente una inadecuada aplicacion de fungicidas puede limitar su uso por la
generacion de aislados resistentes implicando perdidas econémicas importantes en el
sector.

3. Las moléculas alternativas no residuales son complementarias al uso de los
fungicidas quimicos, controlando algunos aislados resistentes y devolviendo la
sensibilidad en algunos casos a las moléculas quimicas.

4. Si se disefian programas de control segun los antecedentes de sensibilidad del
predio se obtienen mejores resultados en el control de Botrytis cinerea.
5. La herramienta de innovacion desarrollada e implementada es capaz de manera

rapida y confiable detectar las mutaciones asociadas a resistencia, ademas de ser mas
economica que la herramienta molecular convencional

3. Aspectos metodologicos del proyecto:

® Descripcion de la metodologia efectivamente utilizada

Método objetivo 1: Desarrollar e implementar una herramienta molecular de deteccién
temprana de pérdida de sensibilidad a Carboxamidas (qPCR-Mdiltiple-FMCA), en base
a la deteccion de mutaciones que confieren resistencia a Carboxamidas en Botrytis
cinerea.

Desarrollo e implementacion de la Técnica:

Se utiliz6 la técnica de gPCR con sondas TagMan® y analisis de fluorescencia de la
curva de disociacion (Fluorescence Melting Curve Analysis, FMCA) (Huang et al., 2011)
para la deteccion de mutaciones en carboxamidas. Se diseharon 2 sondas TagMan®
especificas, una para cada posicion del gen (225 y 272 del gen sdhB), cada una con
distintos fluoréforos para realizar la deteccidbn en una unica reacciéon. Estas sondas
diferenciaron las distintas mutaciones o aislados sin mutacion, por diferencias en el
perfil de la curva de disociacion.
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Las mutaciones detectadas en aislados resistentes a carboxamidas (boscalid), en Chile
y para las cuales se diseniaron las sondas fueron: H272R, H272Y, H272L, P225L y
P225H.

El disefio de las sondas fue realizado utilizando secuencias de aislados con presencia
de mutaciones y la secuencia de referencia.

Los pasos a seguir para la implementacion de esta metodologia fueron:

- Alineamientos de las secuencias nucleotidicas del gen sdhB de los aislados
resistentes y sensibles para la identificacion de las mutaciones asociadas a la
resistencia a Carboxamidas utilizando secuencias del gen sdhB obtenidos previamente
y que forman parte del cepario del Laboratorio de Fitopatologia Frutal y Molecular de la
Universidad de Chile y del banco de genes (NCBI).

En base al alineamiento de las secuencias nucleotidicas del gen sdhB se disefnaron 2
sondas (una para cada posicion 225 y 272 del gen sdhB) y partidores especificos para
la mutaciones detectadas previamente en Chile y las de posibles nuevas mutaciones.
Cada sonda fue marcada con un fluoréforo distinto (ROX, CY5, HEX o FAM).

- Evaluacion de la especificidad y eficiencia de las sondas utilizando muestras-aislados-
controles conocidas, previamente caracterizados como aislados de Botrytis cinerea
resistentes y sensibles a Carboxamidas.

Con este propdsito se realizaron las siguientes pruebas para optimizar e implementar
la técnica:

- Realizaciéon de curva estandar para el calculo de eficiencia de los partidores,

- Prueba de ajuste de concentracion de partidores y sondas,

- Prueba de las sondas para ajuste de perfil térmico,

- Prueba de cada sonda por separado para verificar amplificacion,

- Prueba en una reaccion como multiplex y finalmente se realizé la validacion de la
deteccion de mutaciones corroborando mediante secuenciacion de los aislados
previamente categorizados respecto de las mutaciones de la posicion 225 y 272,
previamente descritas por el Laboratorio de Fitopatologia Frutal y Molecular de la
Universidad de Chile y corroboradas mediante secuenciacion en MACROGEN USA.

Método objetivo 2: Optimizar una herramienta de qPCR para la deteccion de
mutaciones que confieren resistencia a hydroxyanilidas (QPCR-FMCA) en Botrytis

cinerea.

Anterior a este proyecto, se disponia de la técnica para la deteccibn de mutaciones
asociadas a distintos niveles de sensibilidad a fenhexamid, desarrollada dentro del
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Proyecto Innova-Chile de CORFO (Cadigo Innova: 11BPC-9947), por el Laboratorio de
Fitopatologia Frutal y Molecular de la Universidad de Chile. Esta técnica que también
utiliza gPCR, consistia en detectar cada una de las mutaciones utilizando una sonda
especifica marcada con un fluoréforo (FAM: sensible; HEX: mutacién serina; CY5:
mutacién valina y ROX: mutacion isoleucina). En este proyecto, el objetivo fue optimizar
la técnica ya desarrollada, realizando la deteccion de las 3 mutaciones presentes en el
codon 412 de gen Erg 27 y la presencia de aislados sensibles, utilizando una unica
sonda en vez de cuatro.

La optimizacién se realiz6 siguiendo los mismos pasos mencionados anteriormente:
prueba de ajuste de concentracion de partidores y sondas, prueba de las sondas para
ajuste de perfil térmico, y la validacién de la deteccion de mutaciones corroborando con
secuenciacion de los aislados previamente descritos.

Método objetivo 3: Determinar el nivel de sensibilidad a fungicidas del tipo
carboxamidas e hydroxyanilidas mediante la herramienta de innovaciéon y validar
presencia e incidencia mediante secuenciacion y analisis microbioldgicos tradicionales
de sensibilidad e infeccién con muestras obtenidas desde los predios seleccionados.

Determinacién de la presencia de mutaciones asociadas a resistencia a carboxamidas
e hydroxyanilidas utilizando la herramienta de innovacién de gPCR desarrollada.

Las muestras fueron colectadas desde 6 predios (los 5 predios tipo base de distinta
condicion inicial de sensibilidad a carboxamidas e hydroxyanilidas, y uno de éstos en la
primera temporada bajo dos condiciones: con y sin cobertura), y desde los otros 5
predios asociados (pequefos, medianos y grandes).

La determinacién se realizd sobre aislados obtenidos desde predios tipo base

- Temporada 0 (2015-2016): precosecha, 24 aislados por predio= 144 aislados mas
aislados controles= 157 aislados (la recuperacién de estos aislados se realizé previo al
inicio oficial del proyecto / enero — febrero 2016)

- Temporada 1 (2016/17): floracién y precosecha= (12 aislados* 5 predios* 10
tratamientos * 2 estadios) + (18 aislados * 5 predios* 2 estadios) = 1380 aislados.
Evaluacion de tratamientos y en base a resultados de sensibilidad, mutaciones, niveles
de infeccién y pudricion final en poscosecha se disefiaron los programas 6ptimos segin
condicion de sensibilidad de los predios modelos seleccionados (5 predios).

- Temporada 2 (2017/18): floracion y precosecha = 12 aislados* 10 predios* 2 estadios*
4 programas aplicados= 960 aislados.
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Luego del rescate de aislados monosporicos y extraccion de ADN, se realiz6 el
protocolo disefiado para el funcionamiento de la herramienta de innovacién para la
deteccién de mutaciones.

Para corroborar la presencia de las mutaciones detectadas a través de las herramientas
de innovacion desarrolladas, todos los aislados obtenidos en la temporada 1 (2016/17)
fueron secuenciados y en la temporada 2 (2017/18) un porcentaje menor de estos
fueron validados mediante secuenciacion.

Corroboracion de sensibilidad a fungicidas a través de analisis microbiolégicos
tradicionales (in vitro):

Para validar la el resultado de la técnica implementada respecto del tipo y frecuencia
de mutaciones detectadas en el total de aislados de Botrytis analizados se determiné
el nivel de sensibilidad a carboxamidas e hydroxyanilidas a través de las técnicas
tradicionales:

Con los resultados a obtenidos, se pudo determinar el porcentaje de correspondencia
entre la presencia de mutacion y el nivel de resistencia a carboxamidas y/o deteccién
por secuenciacion.

Esta técnica estara disponible para la realizacion de analisis de sensibilidad a este
grupo de fungicidas y mutaciones asociadas en poblaciones de Botrytis para los
productores de uva de mesa y de otros cultivos en que también Botrytis es un gran
problema.

Determinacion de niveles de sensibilidad:

- Colecta y recuperacion de aislados del hongo desde los distintos predios en estudio.
- Obtencién de aislados monospoéricos en Agar Malta, incremento (en PDA o Agar Malta
levadura) y respaldo en criotubos con glicerol al 20%.

- Evaluacion sensibilidad a fenhexamid y a fenpyrazamine: Mediante pruebas de
Crecimiento Miceliar y Elongacion de Tubo Germinativo en medio Sisler y Glucosa-
Fosfato.

- Evaluacion de sensibilidad a boscalid, fluopyram e isofetamida: Mediante pruebas de
Germinacion Conidial y Elongacién del Tubo Germinativo en medio Agar-Agua.

- Evaluacion de sensibilidad a cyprodinil&fludioxonil: Mediante pruebas de Crecimiento
Miceliar en medio Sisler.

- Evaluacién de sensibilidad fludioxonil: Mediante pruebas de Crecimiento Miceliar en
medio Sisler.
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Método objetivo 4: Evaluar en aislados de distinto nivel de sensibilidad a los fungicidas
del tipo carboxamidas e hydroxyanilidas, la efectividad de moléculas alternativas
medioambientalmente amigables para el control de Botrytis y el nivel de sensibilidad a
los fungicidas quimicos para el disefio de Programas de control piloto.

Determinaciéon de efectividad de moléculas alternativas no residuales en Bio-ensayos
de virulencia

Se realiz6 con el fin de evaluar la accién fungicida y/ o fungistatica de las moléculas
alternativas sobre aislados de distinto nivel de sensibilidad a boscalid y fenhexamid.
Las moléculas alternativas no residuales evaluadas fueron: (antagonistas bioldgicos
(Trichoderma  spp. (Trichonativa), Bacillus subtilis (Serenade), Bacillus
amyloliquefaciens MBI 600 (Serifel), y extracto de planta (Melaleuca alternifolia
(Timorex Gold).

El procedimiento consistid en lo siguiente:

- Siembra de semillas de pepino (Cucumis sativus) en almacigueras y posteior
trasplante a contenedores

- Incremento de aislados de distinto nivel de sensibilidad a ambos fungicidas

- Inoculacién con aislados de Botrytis en el primer par de hojas verdaderas en pre y
post-aplicacion de las moléculas alternativas no residuales.

- Incubacién de plantulas bajo condiciones de temperatura, luz y porcentaje de
humedad controladas.

- Evaluacion de efecto mediante medicion del diametro de lesién (mm).

Disefio, aplicacidon y evaluacion en terreno de programas pilotos de control de
Botrytis:

De acuerdo a los resultados obtenidos de efectividad de moléculas alternativas no
residuales y los resultados de niveles de sensibilidad a fungicidas quimicos, fueron
disefiados los programas pilotos de control de Botrytis, incorporando moléculas
alternativas no residuales y/o reemplazando fungicidas segun condicién de sensibilidad
presentada:

- Disefo de programas para condicion de predio con alta resistencia a fenhexamid

- Disefio de programas para condicion de predio con alta resistencia a boscalid

- Disefio de programas para condicion de predio con alta resistencia a fenhexamid y a
boscalid

- Disefno de programas para condicién de predio con predominio de aislados sensibles
a las dos moléculas.
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Evaluaciones: niveles de infeccion en floracion y precosecha, niveles de sensibilidad
segun técnicas tradicionales y qPCR.

Evaluacion de nivel de pudricion en post cosecha, luego de simulacién de
almacenamiento refrigerado.

Método objetivo 5: Seleccion de Programas Premium de Control de Botrytis cinerea
evaluando la eficacia de los programas de control piloto aplicados (Temporada 2) en
los predios seleccionados, mediante la determinacion de los niveles de infeccion de
Botrytis y la resistencia a fungicidas utilizando las herramientas de innovacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos de los programas pilotos de control de Botrytis
se realiz6 la seleccion de los programas Premium de control.

La evaluacién de los programas pilotos se realizd utilizando las herramientas de
innovacion implementadas (determinacion de tipo y frecuencia de mutaciones
asociadas a resistencia a carboxamidas e hydroxyanilidas) y analizando los niveles de
infeccion que aportaran el dato de incidencia de la enfermedad.

Fueron seleccionados 3 o 4 programas Premium de control de Bofrytis cinerea segun
predio analizado.

Una vez realizada la evaluacion de resultados de los programas Premium, fueron
sugeridos programas de control 6ptimo en todos los predios.

Evaluaciones:

- Evaluaciones de niveles de infeccion en cada predio.

- Andlisis de aislados obtenidos utilizando técnicas de qPCR implementadas
(deteccion de tipo y frecuencia de mutaciones en las poblaciones recuperadas).

- Evaluacién de nivel de pudricibn en poscosecha, luego de simulacién de
almacenamiento refrigerado.

- Sugerencia de programas Optimos de Control a todos los productores
involucrados.

Método objetivo 6: Difundir los resultados del proyecto a beneficiarios finales de las
zonas productoras (Region Metropolitana y, V y VI Regiones).

Se realizé un programa de difusion a beneficiarios finales de las zonas productoras de
las regiones V, VI y VIl (Anexo 6) mediante:

- Talleres y seminarios técnicos
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- Dias de campo con participacién de productores pequefos y medianos asociados,
profesionales y técnicos de las empresas asociadas al proyecto

- Seminarios inaugural (2016) y final (2018)

- Presentacion de resultados del proyecto en Congresos Nacionales (SOCHIFIT / 2016-
2017) e Internacional (XVII International Botrytis Symposium/2016 y Congreso de la
Asociacion Latinoamericana de Fitopatologia, ALF/2017).

- Realizacion de reuniones técnicas peridédicas con productores de los predios
seleccionados.

- Realizacion de reuniones técnicas periodicas con coordinadores de las empresas
asociadas.

- Publicaciones de extension y cientificas.

® Principales problemas metodolégicos enfrentados

Durante la realizacion del proyecto no se presentaron problemas metodoldgicos que
pudiesen haber afectado la ejecucion y el cumplimiento de los objetivos propuestos.

. Adaptaciones o modificaciones introducidas durante la ejecucion del
proyecto, y razones que explican las discrepancias con la metodologia
originalmente propuesta

La principal adaptacién que se debié realizar fue en relacién con el método objetivo 3
“Determinar el nivel de sensibilidad a fungicidas del tipo carboxamidas e
hydroxyanilidas mediante la herramienta de innovacion y validar presencia e incidencia
mediante secuenciacion y analisis microbioldgicos tradicionales de sensibilidad e
infeccidbn con muestras obtenidas desde los predios seleccionados.

Determinaciéon de la presencia de mutaciones asociadas a resistencia a carboxamidas
e hydroxyanilidas utilizando la herramienta de innovaciéon gPCR desarrollada”, donde
se tuvo que aumentar el numero de aislados de Botrytis cinerea recuperados en las
temporadas 1 (2015-2016) y 2 (2016-2017) y una disminucion en la temporada 3 (2017-
2018), debido a una distribucién diferente de los tratamientos fitosanitarios en las
distintas temporadas con el objeto de obtener resultados ain mas especificos y que
reflejen de manera fidedigna la sensibilidad a nivel predial.

. Descripcion detallada de los protocolos y métodos utilizados, de manera
que sea facil su comprension y replicabilidad.

Protocolo para la caracterizacion genética de aislados de Botrytis cinerea:
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Obtencién del ADN gendmico de B. cinerea

Obtencion de biomasa: Se cultivd micelio de los distintos aislados de B. cinerea en
medio nutritivo Agar Malta Levadura incubandose por un periodo de 6 a 7 dias a 20°C
y humedad de 60%, hasta obtener un crecimiento miceliar superficial en capa uniforme
y con esporulacién. A partir de la capa miceliar obtenida se recuper6é 10 gramos de la
biomasa del hongo y se colocaron en tubos eppendorf de 1,5 mL.

Extraccion de ADN: Se realizd mediante el protocolo del DNeasy plant mini kit
(QUIAGEN).

Amplificacion de PCR: Un fragmento de erg27 y de sdhB fue amplificado usando los
siguientes partidores: 5-CCGCCACTTATTCCGCAGATGTT-3/5-
CAATGGTTCCGCATTTCTTTGCCTCCC-3 y 5-
CCACTCCTCCATAATGGCTGCTCTCC-3/5-CTCATCAAGCCCCCTCATTGATATC-
3’, respectivamente. En cada caso las siguientes condiciones de reaccion fueron
utilizadas: 50-100ng de DNA gendmico, 1X GoTaq® Green Master Mix (Promega) and
10uM de cada partidor hasta completar un volumen final de 25uL con agua nanopura
(Promega). Entonces, 1uL de producto de PCR fue cargado en un gel de agarosa al
1% (OmniPur, Calbiochem), tefiido con SYBR Safe DNA Stain (Invitrogen) y sometido
a electroforesis por 60min a 80V en buffer TBE 0,5X, finalmente las bandas fueron
visualizadas bajo un transiluminador de luz UV (UltraCam Digital Imaging, Vilber
Lourmat). El producto de PCR restante fue purificado y usado para secuenciar
(MACROGEN, Maryland, USA). La identificacion de cambios en la secuencia de los
genes de interés fue realizada usando el software BioEdit.

Genotipificacion de aislados de Botrytis cinerea a través de analisis de fluorescencia de
curvas de melting.

Para la deteccion de cambios en el codon 412 de erg27 (protocolo 1) y en los codones
225y 272 de sdhB (protocolo 2) se desarrollé un PCR en tiempo real (QPCR) utilizando
el producto Brilliant Il Ultra-Fast QPCR Master Mix (Agilent Technologies). En el
protocolo 1 las siguientes condiciones de reaccion fueron utilizadas: 1X de Master Mix,
500 nM de partidor 3’, 50nM de partidor 5’, 30 nM tincién Rox, 500 nM de sonda de
prueba y 50 ng de DNA purificado de acuerdo a la metodologia previamente descrita,
completando un volumen final de 20 yL con agua nanopura (Promega). Los partidores
forward, reverse y sonda utilizados fueron: 5-CGGAGATCATGCCCTTGAA-3’, 5-
TCACCAGACTGGTGCTGCTACA-3'y CY5-ATCGTCTACCTTGTAAGATGGA-3BHQ.
El programa de PCR utilizado fue el siguiente: 30 segundos a 25°C, 3 minutos a 95°C,
seguido de 50 ciclos de 15 segundos a 95°C y 40 segundos a 58°C. Luego se realizé
una curva de denaturacion desde 40°C a 95°C, precedida de 1 minuto de denaturacion
a 95°C. En el protocolo 2 las siguientes condiciones de reaccion fueron utilizadas: 1X
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de Master Mix, 400 nM de partidor 3’, 40nM de partidor 5’, 30 nM tincién Rox, 100 nM
de sonda de prueba TagmanHEX o 75nM de sonda de prueba TagmanFAM, 50 ng de
DNA purificado, completando el volumen con agua nanopura (Promega). Los partidores
forward, reverse y sondas utilizadas fueron: 5-AGAAGCTTGATGGACTTTACGA-3', 5'-
GATTCAATCCCTTCGGACATGT-3,, HEX-CAGATGTCGCACTATTCTACCTGC-
B4Q1 (TagmanHEX) y FAM-CGACATCTTGCCCTCCTACTGG-B4Q1 (TagmanFAM).
Para este protocolo las condiciones de PCR fueron las siguientes: 30 segundos a 25°C,
3 minutos a 95°C, seguido de 50 ciclos de 15 segundos a 95°C y 60 segundos a 62°C.
Luego se realizé una curva de denaturacion desde 45°C a 95°C, precedida de 1 minuto
de denaturacién a 95°C. Tubos y tapas de tubos de polipropileno configurados en tiras
de 8 unidades se utilizaron en ambos protocolos para montar las reacciones (Agilent
Technologies). Se utilizd el equipo Mx3005P (Stratagene) para el desarrollo de la
reaccion de gPCR.

Genotipificaciéon de aislados de Botrytis cinerea a través de andlisis de curvas de
melting de alta resolucién (HRM, High Resolution Melting)

Para los analisis de HRM los pares de partidores 5-CGGAGATCATGCCCTTGAA-3'/5'-
TCACCAGACTGGTGCTGCTACA-3 y  5-AGAAGCTTGATGGACTTTACGA-3/5'-
GATTCAATCCCTTCGGACATGT-3’ fueron disenados y utilizados para amplificar un
fragmento de la region polimérfica de erg27 y sdhB, respectivamente. La amplificacion
de PCR, el melting del producto amplificado y la amplificaciéon de PCR registrando el
nivel de fluorescencia en el punto final fue desarrollado en un volumen total de 20uL en
un equipo Rotor-Gene Q (QUIAGEN). Cada reaccion contenia 1X de Master Mix
SensiFAST HRM (BIOLINE), 400nM de cada partidor, 50ng de DNA purificado bajo los
criterios previamente descritos, completando el volumen con agua nanopura
(Promega). Las condiciones del PCR fueron las siguientes: denaturacion inicial a 95°C
por 10min, seguido por 40 ciclos de 95°C por 15seg y 65°C por 40seg en el caso de la
reaccion conteniendo los partidores de para erg27 o 62°C por 1min en el caso de la
reaccion conteniendo los partidores disefiados para sdhB. Después de la amplificacion
de PCR el HRM fue realizado entre 75°C y 95°C con un incremento de 0,1°C cada 2seg.
Los datos resultantes fueron analizados e software Rotor-Gene Q series (QIAGEN).

Protocolo para la caracterizacion fenotipica de aislados de Botfrytis cinerea

La evaluacion de la sensibilidad a boscalid, fluopyram e isofetamida se realiz6 a través
de pruebas de germinacién conidial

Se utilizaron cultivos puros de Botrytis cinerea de 7 dias de edad, mantenidos en medio
de cultivo PDA (Agar-Papa-Dextrosa). Se prepardé una suspension de cada aislado
equivalente a 1x 10° conidias/mL en agua destilada estéril. Se sembraron 200 pL de la
suspension sobre las placas de Petri conteniendo medio AA (Agar-Agua) mas el
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fungicida. Para boscalid se utilizaron las siguientes concentraciones: 0; 0,05; 0,1; 1; 10;
100 ppm y para fluopyram e isofetamida se utilizaron las siguientes concentraciones: 0;
0,00192; 0,0096; 0,048; 0,24; 1,2; 6; 30 ppm. Luego de 18 horas de incubacién en
oscuridad a 20°C se observaron bajo un microscopio las conidias, contandose un total
de 100, determinando cuantas de estas estaban germinadas. Se consider6 como
conidia germinada cuando esta presenté una longitud del tubo germinativo igual a 3
veces el tamano de la conidia.

La evaluacion de la sensibiidad a fenhexamid, fenpyrazamine y la mezcla
cyprodinil&fludioxonil se realizé a través de pruebas de crecimiento miceliar

Se obtuvieron discos de 5 mm de diametro de aislados del hongo de 3 dias de edad
mantenidos en medio de cultivo SMY (Medio Sintético- Levadura), sembrados de forma
invertida sobre placas de Petri enmendado con dosis crecientes del fungicida. Para el
caso de fenhexamid y fenpirazamine se utilizaron las siguientes concentraciones: 0;
0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 10 ppm y para la mezcla cyprodinil&fludioxonil se utilizaron las
siguientes concentraciones: 0; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25 ppm. La evaluaciéon se
efectué luego de 5 dias de incubacién en oscuridad continua a 20°C y consistié en
medir el diametro medio de crecimiento miceliar (mm).
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4,

Descripcion de las actividades PROGRAMADAS y tareas EJECUTADAS para

la_ consecucion de los objetivos, comparacion con las programadas, y razones

que explican las discrepancias. (ANALISIS DE BRECHA)

TAREAS PROGRAMADAS

TAREAS EJECUTADAS

ANALISIS DE BRECHA

Método gPCR-Multiplex - FMCA para la
deteccion de mutaciones que otorgan
resistencia a carboxamidas.

Método qPCR-Multiplex - FMCA para la
deteccion de mutaciones que otorgan
resistencia a carboxamidas.

Esta tarea se realizé conformea lo
estipulado en el plan operativo

Método optimizado de gPCR - FMCA para
la deteccion de mutaciones que otorgan
resistencia a hydroxyanilidas.

Método optimizado de gPCR - FMCA para la
deteccion de mutaciones que otorgan
resistencia a hydroxyanilidas.

Esta tarea se realizé conformea lo
estipulado en el plan operativo.

Sistema de deteccién deresistencia a
carboxamidas e hydroxyanilidas
mediante métodos de gPCR
implementados.

Sistema de deteccion de resistencia a
carboxamidas e hydroxyanilidas mediante
métodos de qPCR implementados. Ademds de
la incorporacion de la técnica
complementaria de deteccion de dichas
mutaciones HRM

Esta tarea se realizd conformea lo
estipulado en el plan operativo. Ademas
sedesarrollé una tarea adicional,
financiada con fondos de otros proyectos,
para la deteccion de dichas mutaciones

Set de datos asociados a efectividad de
moléculas alternativas

disefio de programas pilotos de control
de Botrytis

medioambientalmente amigables para el

Set de datos asociados a efectividad de
moléculas alternativas medioambientalmente
amigables para el disefio de programas
pilotos de control de Botrytis

Esta tarea serealiz6 conformea lo
estipulado en el plan operativo

Set de datos asociados a nivel de
sensibilidad a los fungicidas quimicos
(fenhexamid, fenpyrazamine, boscalid,
fluopyram, isofetamiday a
cyprodinil&fludioxonil) para el disefio
de programas pilotos de control de
Botrytis

Set de datos asociados a nivel de sensibilidad
a los fungicidas quimicos (fenhexamid,
fenpyrazamine, boscalid, fluopyram,
isofetamida y a cyprodinil&fludioxonil) para
el disefio de programas pilotos de control de
Botrytis. Ademds se incorpord el analisis a
fludioxonil y tebuconazole

Esta tarea serealiz6 conformea lo
estipulado en el plan operativo. Ademds,
de manera adicional, se realizaron
evaluaciones de sensibilidad a
fludioxonil y tebuconazole.

Seleccion de Programas Premium de
Control de Botrytis cinerea

Seleccién de Programas Premium de Control
de Botrytis cinerea

Esta tarea se realizo conformea lo
estipulado en el plan operativo

realizacion de 2 seminarios

4 Seminarios realizados

Esta tarea serealizo conformea lo
estipulado en el plan operativo,
incorporando ademds 2 seminarios
inicialmente no contemplados

Realizacion de 3 dias de campo

3 dias de campo realizados (uno por cada
region evaluada)

Esta tarea serealizé conformea lo
estipulado en el plan operativo

Realizacion de 3 talleres regionales

3 talleres regionales (uno por cada regién
evaluada)

Esta tarea se realiz6 conformea lo
estipulado en el plan operative

Asistencia a dos congresos nacionales

Dos congresos nacionales asistidos (SACH
2016, SOCHIFIT 2017), ademas hubo
paricipacién en Symposio Internacional de
Botrytis (2016) y habra participacion en
congreso SOCHIFIT 2018

Esta tarea serealizé conformea lo
estipulado en el plan operativo
incluyendose ademas dos participaciones
en este tipo de actividades.

Realizacién de 2 publicaciones de
extension y cientificas

Serealizaron 4 publicaciones de extension y
una cientifica la que abarcé los resultados de
la primera temprada de estudio (2015-2016),
posteriormente se realizaran otras
publicaciones que abarcaran los resultados
obtenidos en las temporadas posteriores

(2016-2017 y 2017-2018)

Esta tarea se realizé conforme a lo
estipulado en el plan operativo,
incorporando de manera adicional 3
publicaciones de extensiény 1 o mds
publicaciones cientificas.

principales resultados obtenidos

Es importante mencionar que a lo largo de la ejecucion del proyecto se realizaron charlas adicionales donde se difundieron los
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5. Resultados del proyecto:

Descripcion detallada de los principales resultados del proyecto, incluyendo su
analisis y discusion; utilizando graficos, tablas, esquemas y figuras y material
grafico que permitan poder visualizar claramente los antecedentes que sustentan
las conclusiones y recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

En términos de resultados se debera hacer un cuidadoso analisis que permita
evaluar la adopcion de la innovacion tecnolégica y la sustentabilidad de la
propuesta.

Esta seccion el informe se debera abordar conforme a los siguientes aspectos:

5.1 Resultados parciales obtenidos
Ya descritos en punto 5 y en informes de avance ya aprobados

5.2 Logro de Hitos. Se debera hacer un completo y detallado analisis y reflexion
en cuanto al avance, cumplimiento o eventual atraso del hito definido para el
periodo. (ANALISIS DE BRECHA DE HITOS)

Hito 1. Disefo de sonda qPCR como herramienta de deteccidén temprana de pérdida
de sensibilidad a Carboxamidas en Bofrytis cinerea.

Este hito se cumplié a cabalidad dentro del plazo estipulado en el plan operativo del
proyecto (30-11-2016). El disefio de esta herramienta de innovacién cumplié el
proposito de disminuir el tiempo de deteccion de las mutaciones asociadas a la pérdida
de sensibilidad a carboxamidas, presentes en el gen sdhB, como también disminuir el
costo asociado a dicho servicio con respecto al analisis molecular convencional.

Hito 2. Diseno de Sonda unica para la deteccion de las 2 potenciales mutaciones
asociadas a resistencia a hydroxyanilidas, en una sola reaccion.

Este hito, tal como el anterior, se cumplié6 dentro del plazo estipulado en el plan
operativo del proyecto (30-11-2016), permitiendo disminuir el tiempo de deteccion de
las mutaciones asociadas a la pérdida de sensibilidad a Hydroxyanilidas presentes en
el gen Erg27, como también disminuir el costo asociado a dicho servicio con respecto
al analisis molecular convencional.

Hito 3. Implementaciéon y validacion del método de gPCR-para la deteccion de
mutaciones asociadas a resistencia a Carboxamidas e hydroxyanilidas.
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Este hito se cumplié en su totalidad, el cual fue desarrollado durante toda la ejecucioén
del Proyecto, permitiendo el analisis molecular de deteccién temprana de pérdida de
sensibilidad a fungicidas base para el control de Botrytis del 100% de los aislados
recuperados desde los distintos predios de uva de mesa durante las tres temporadas
en estudio (2015-2016, 2016-2017, 2017-2018), de manera rapida y confiable para el
posterior disefio, aplicacion y validacion de los programas pilotos de control.

Hito 4. Bioensayo de virulencia miden efectividad de moléculas alternativas
medioambientalmente amigables para el control de Botrytis.

Este hito se realiz6 antes de la fecha estipulada (30/09/2016) en el plan operativo del
Proyecto, permitiendo conocer la efectividad de las moléculas alternativas no residuales
en las cuales se encuentran los antagonistas biolégicos del género Bacillus y
Trichoderma como también extractos de plantas correspondiente a Melaleuca
alternifolia. La informacion generada en el desarrollo de este hito se utilizd en el disefio
de programas de control, incluyendo estas moléculas segin su efectividad sobre
aislados de Botrytis cinerea con distinto nivel de sensibilidad a fenhexamid y boscalid
de manera tal de evitar, disminuir o revertir la resistencia generada a estos fungicidas
claves.

Hito 5. Determinacion de sensibilidad a fungicidas base y de pronta introduccién
mediante técnicas microbioldgicas tradicionales.

Este hito se cumplié y su desarrollo fue a largo de todo el proyecto. Nos permitio
identificar de manera in vitro los aislados que presentaron o no pérdida de sensibilidad
a fenhexamid y a boscalid y validar la herramienta de innovacion desarrollada e
implementada para la deteccion temprana de mutaciones asociadas a resistencia a
estas dos moléculas fungicidas (qPCR muiltiple-FMCA). Ademas se pudo establecer el
nivel de sensibilidad a la mezcla cyprodinil&fludioxonil, la cual forma parte central de
los programas fitosanitarios de control de Botrytis cinerea en uva de mesa en nuestro
pais y de las moléculas fluopyram e isofetamida recientemente introducida y de pronta
introduccién respectivamente. Lo anteriormente descrito generé una robusta data para
el disefo de los programas pilotos y posteriormente para la seleccién de los programas
Premium de control.

Hito 6. Programas pilotos de control de Botrytis disefiados, aplicados y evaluados.
Este hito se cumplié totalmente, ya que para cada campo analizado y segin su
condicion de sensibilidad a fenhexamid y a boscalid se disefiaron, aplicaron y evaluaron

10 tratamientos aproximadamente. Los resultados obtenidos permitieron realizar una
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seleccion de 4 programas Premium de control para el 6ptimo control del patégeno.
(programa piloto)

Hito 7. Dos seminarios de difusion técnica realizados con la presentacion de
antecedentes locales y nacionales de la situacion de Botrytis en uva de mesa y
resultados obtenidos en el proyecto.

Este hito se cumplié totalmente, ya que en el transcurso de la ejecucion del Proyecto
se realizdé: Seminario Inaugural, dando a conocer informacién obtenida previamente en
proyecto innova CORFO 2007-2010, y con los resultados iniciales obtenidos en actual
Proyecto, Seminario Técnico N°1 y N°2 los cuales se presentd la informacidn obtenida
durante los meses comprendidos entre Marzo y Septiembre 2017 y Seminario Final el
que informé los resultados obtenidos en la temporada 2017-2018 y las conclusiones
finales de lo realizado en el transcurso del actual Proyecto.

Hito 8. Dias de campos, como forma de capacitacion y divulgacion del Proyecto, en
donde de forma directa se conversara con los productores y sus inquietudes.

Este hito se cumpli6 totalmente, ya que se realizaron 3 dias de campo, donde se informé
a los productores los resultados obtenidos, ademas de ver y resolver en terreno sus
dudas e inquitudes.

Dia de campo N°1: VI Regién, 23/05/17

Dia de campo N°2: RM, 06/06/17

Dia de Campo N°3: V Region, 18/10/17

Hito 9. Tres talleres de capacitacidn tecnica de personal vinculado al cultivo de la uva
de mesa (1 Taller por region).

Este hito se cumplié totalmente, ya que se realizaron los tres talleres regionales
establecidos en el plan operativo, donde se dieron a conocer los resultados mas
relevantes obtenidos en el curso del Proyecto.

Hito 10. Ponencia de resultados parciales obtenidos en la propuesta en Congreso.
Este hito se cumplié totalmente ya que se expuso en distintos congresos, tanto
nacionales como internacionales, los resultados mas importantes obtenidos en el

desarrollo del proyecto.

Presentacion Oral Congreso de la Sociedad Agronémica de Chile realizado en la
facultad en Diciembre de 2016.
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Presentacion Oral y en paneles en Congreso de la Sociedad Chilena de Fitopatologia
en Octubre de 2017

Presentacion Oral en XVII International Botrytis Symposium desarrollado en Santa Cruz
— Chile entre el 23 y 28 de Octubre de 2016.

Como no estaba considerado en el proyecto la participacion en Eventos internacionales
no se asigné porcentaje a esta actividad.

Hito 11. Publicacién de extensién y cientifica con los resultados del proyecto y las
conclusiones obtenidas.

Este hito se cumplié totalmente ya que se han realizado tres publicaciones de extension
vinculadas al proyecto:

Técnicas de deteccion Temprana y Desarrollo de Programas Premium de Control. Rev.
RedAgricola Julio 2016 N° 79, 34 - 37 p.
http://www.redagricola.com/virtual/RaChile79/index.html

Botrytis en uva de mesa y para vino ;Qué se viene para esta temporada? Rev.

RedAgricola, Agosto 2016 N°80 52 - 57 p.
http://www.redagricola.com/reportajes/fitosanidad/botrytis-en-uva-de-mesa-y-para-

vino-que-se-viene-para-esta-temporada

El A, B, C de Botrytis en uva de mesa de exportacion. Rev. Redagricola, Julio, 2018
N°95 62 - 70p.
http://www.redagricola.com/cl/papel-digital/julio-2018/

y Una Publicacion Cientifica:

Increase of aggressiveness levels in fenhexamid resistant (HydR3+) Botrytis cinerea
phenotypes carrying erg27 gene mutations from table grape in Chile.

Enviada a International Juornal of Food Microbiology (Anexo 5)
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5.3 Actualizar analisis economico con y sin proyecto

La uva de mesa es la principal especie del rubro fruticola del pais, aportando
significativamente al Producto Interno Bruto. Durante su produccion es afectada por la
Pudriciéon Gris causada por Botrytis cinerea principal problema fitopatolégico en Chile.
Actualmente, su control se basa principaimente en la aplicacion de productos quimicos
en los periodos mas susceptibles para la infeccién, sin embargo en nuestro pais, como
también en distintos lugares del mundo se ha reportado pérdida de sensibilidad a las
principales moléculas fungicidas utilizadas, provocando importantes pérdidas
econdmicas en el cultivo de este frutal y una disminuciéon en la vida util de estos
productos quimicos. Es por este motivo la importancia de monitorear la sensibilidad de
las poblaciones de Botrytis, a los fungicidas utilizados para su control. De este modo,
la técnica molecular desarrollada e implementada en este proyecto permite establecer
de forma rapida y confiable el comportamiento de los aislados del hongo frente a la
aplicacion de los productos fungicidas. A pesar de la tecnologia asociada a la técnica,
resulta ser comparativamente mas econémica que la técnica molecular tradicional,
disminuyendo considerablemente los costos asociados a la produccién de uva de mesa.
Ademas, el productor al conocer la condicion de sensibilidad de su predio, el programa
fitosanitario que aplique tendra un mayor control sobre Botrytis y por lo tanto menores
rechazos de la fruta y pérdidas econémicas en los puertos de destino. Por otro lado, se
incorporaran a los programas de control moléculas fungicidas no residuales y se
mantendra por un mayor periodo la vida util de los productos fungicidas, beneficiandose
de esta manera tanto las empresas agroquimicas como distribuidores.

5.4 Anadlisis de impacto logrado a la fecha medido y diferenciando en al menos
los siguientes aspectos: descripcion y cuantificacion de los impactos obtenidos,
y estimacion de lograr otros en el futuro, comparacion con los esperados, y
razones que explican las discrepancias; ventas y/o anuales ($), nivel de empleo
anual (JH), numero de productores o unidades de negocio que pueden haberse
replicado _y generacion de nuevas ventas y/o servicios; nuevos empleos
generados por_ efecto del proyecto, nuevas capacidades o competencias
cientificas, técnicas y profesionales generadas.

Este punto no se relaciona con el proyecto desarrollado, ya que su propdsito principal
fue disefnar programas 6ptimos de control de Botrytis cinérea mediante el desarrollo e
implementacién de una herramienta tecnolégica.
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5.4Resultados e impactos

L a herramienta molecular de diagnostico implementada, va a permitir a los productores,
empresas relacionadas (agroquimicas como exportadoras) conocer el nivel real de
sensibilidad al menos a dos de las familias fungicidas mas importantes de uso actual
en los programas de control de botrytis en uva de mesa, principal problema de indole
fitopatologico que afecta a este importante cultivo en Chile como a nivel mundial. Y en
base a esta informacion disehar programas de control adecuados a su realidad
particular. Por otro lado, al comprobarse el beneficio de introducir en éstos programas
moléculas alternativas no residuales, se ha despertado el interés en los productores y
en la industria en general de la importancia que este tipo de productos tiene, ya que
con el uso de algunos de éstos se puede recuperar la eficacia de las principales
moléculas fungicidas de alta eficiencia, y producir fruta sana y con menos carga
residual, lo cual permitira que nuestra fruta acceda a mas y mejores mercados,
obteniendo mejores retornos a nivel productor, exportador y a nivel pais.

Por otro lado, el desarrollo del proyecto permitié la formaciéon de capital humano,
mediante la realizacion de distintas Memorias de Titulo, Tesis de Magister. Ademas, la
informaciéon generada en el estudio y su trabajo propicié la obtencién de becas de
Magister y Doctorado de integrantes de la Unidad Ejecutora.

De acuerdo a lo anteriormente descrito, la unidad ejecutora mantiene su liderazgo en
el estudio de Resistencia a fungicidas de Botrytis cinerea a nivel nacional.

5.6 En la medida que los resultados obtenidos permitan la elaboraciéon de una
ficha técnica (ejemplo ficha de cultivo), ésta debe ser adjuntada al informe.

Los resultados obtenidos no permiten la elaboracién de una ficha técnica.
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6. Fichas técnicas y analisis econdomico del cultivo, rubro, especie animal o
tecnologia que se desarrolld en el proyecto, junto con un analisis de las
perspectivas del rubro después de finalizado el proyecto

Analisis economico de la herramienta biotecnoldgica de deteccion temprana de pérdida
sensibilidad a Hydroxyanilidas y Carboxamidas

Hydroxyanilidas

e) COSTOS POR AISLADO DE BOTRYTIS CINEREA 1 SONDA CON
SECUENCIACION
S 48.000
Jil COSTOS POR AISLADO DE BOTRYTIS CINEREA 1 SONDA SIN
SECUENCIACION
S 24.000*
g) COSTOS POR AISLADO DE BOTRYTIS CINEREA 3 SONDAS CON
SECUENCIACION
S  62.000
h) COSTOS POR AISLADO DE BOTRYTIS CINEREA 3 SONDAS SIN
SECUENCIACION
S 34.000
Carboxamidas
e) COSTOS POR AISLADO DE BOTRYTIS CINEREA 1 SONDA CON
SECUENCIACION
S 48.000
Jil COSTOS POR AISLADO DE BOTRYTIS CINEREA 1 SONDA SIN
SECUENCIACION
S 24.000 *
g) COSTOS POR AISLADO DE BOTRYTIS CINEREA 5 SONDAS CON
SECUENCIACION
S 65.000
h) COSTOS POR AISLADO DE BOTRYTIS CINEREA 5 SONDAS SIN
SECUENCIACION
S 42.000

Como se indica en el Cuadro anterior, el valor del servicio al incorporar las herramientas
tecnoldgicas disminuye en al menos un 30% (véanse y comparense a con c y b con d).

7. Problemas enfrentados durante la ejecuciéon proyecto (legal, técnico,
administrativo, de gestion) y las medidas tomadas para enfrentar cada uno de
ellos.

8. Durante la ejecucion del Proyecto no hubo problemas importantes que pudiesen
haber afectado el desarrollo del mismo.
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9. Difusion _de los resultados obtenidos adjuntando las publicaciones
realizadas en el marco del proyecto o sobre la base de los resultados obtenidos,
el material de difusion preparado y/o distribuido, las charlas, presentaciones y
otras actividades similares ejecutadas durante la ejecucion del proyecto.

Este punto se ha desarrollado en cada uno de los informes técnicos de avance
entregados a FIA.

10. Productores participantes

Antecedentes globales de participacion de productores

REGION| TIPO PRODUCTOR GENERO GENERO ETNIA TOTALES
FEMENINO MASCULINO (INDICAR SlI
CORRESPONDE)
V  |PRODUCTORES
PEQUENOS
PRODUCTORES X - 1

MEDIANOS-GRANDES

RM |PRODUCTORES
PEQUENOS

PRODUCTORES X - 5
MEDIANOS-GRANDES

Antecedentes especificos de participacion de productores

NOMBRE UBICACION PREDIO Superficie | Fecha ingreso
Region Comuna Direccion Postal Has al proyecto
Total: 150,
Agricola Nova S.A. i 29 Ha; Uva Temporada
Fundo La Quisca i e de mesa: 2016-2017
81,51 Ha.
San Vicente Yatoh %
Sociedad Agricola Los ViRegién | de Tagua Ha; Uva de Temporada
Carrizos Ltda. g & mesa: 100 2016-2017
Tagua
Ha.
Total: 40,7
. . Ha; Uva de Temporada
P
Rene Alberto Valle Villa RM aine mesa: 21,7 2016-2017
Ha.
Total: 42,5
Comercial y Fruticola De w Ha; Uva de Temporada
La Fuente Ltda. RM Melipilla mesa: 32 2016-2017
Ha.
Liceo Agricola Juan -y Temporada
Pablo Il de Nancagua Wiingion | Nantage il 2016-2017
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Total:
136,90 Ha;

Agricola UAC Fundo s Temporada
e V Region Catemu Uva de 2015-2016
mesa:
107,71 Ha.
Total:
27 Ha;
Agricola UAC Fundo La b Temporada
RM Lampa Uva de
Paloma 2015-2016
mesa:
210,01 Ha.
Total: 68,06

Agricola UAC Fundo Ha; Uva de Temporada

VI Regidn | San Vicente

Zuhiga mesa: 63,06 2015-2016

Ha.

Total: 85,06

Agricola UAC Fundo ViRegith | Nancagua Ha; Uva de Temporada
Nancagua mesa: 85,06 2015-2016

Ha.

Total: 170

Sociedad Agricola La RM Calera de Ha; Uva de Temporada
Hornilla SpA. Tango mesa: 21 2015-2016

Ha.

11. Conclusiones

Segun lo descrito en este informe, durante la ejecucion del Proyecto se obtuvieron
importantes resultados que dan cuenta de lo importante que es el monitoreo de la
sensibilidad que presentan las poblaciones de Bofrytis cinerea a diversos fungicidas
utilizados para su control, de esta forma, el desarrollo e implementacion de la técnica
molecular de qPCR multiplex permitié conocer el comportamiento de sensibilidad de
este patégeno de manera rapida y confiable para posteriormente y de forma oportuna
disefnar programas de manejo fitosanitarios enfocados segun la necesidad del predio
analizado.

Segun los resultados obtenidos, la mayor parte de las aplicaciones de los tratamientos
Premium, disefiados por parte del Laboratorio de Fitopatologia, el control de Botrytis
cinerea fue significativamente mayor con respecto a la aplicacién del tratamiento
tradicional del campo, validandose de esta manera la importancia que tiene saber la
condicion de sensibilidad de este hongo tan perjudicial en la agricultura chilena.

12.Recomendaciones
No existen recomendaciones en el desarrollo de este proyecto

13.0tros aspectos de interés
No existen otros aspectos de interés a mencior
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14.Anexos

Anexo 1. Valores ECso, MIN, MAX, PROMEDIOS y Mediana detectados por época / temporada y por Region a
las 7 moléculas botryticidas de alta eficiencia evaluadas.

A) PRE-COSECHA TEMPORADA 2015-2016

:;;iis;:dos g Fenhexamid | Fenpyramine boscalid | Fluopyram isofetamida f):‘ui;diox :I:xg::)?ci:iill ™
Total | 142 0,03 0,03 0,25 0,01 0,02 0,0001 0,012
ECso VR |24 0,06 0,07 0,30 0,06 0,15 0,0001 0,015
ggg:" RM 47 0,23 0,20 0,58 0,03 0,05 0,0001 0,012
VIR |71 0,03 0,03 0,25 0,01 0,02 0,0222 0,030
Total | 142 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,531 0,363
ECso VR |24 43,26 100,00 100,00 1,40 137 0,531 0,363
e | RM |47 100,00 100,00 100,00 94,07 10000 | 0116 0.160
VIR |71 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,397 0,274
Total | 142 12,72 100,00 19,81 0,32 0,43 0,049 0,105
_ VR |24 14,23 49,64 1,75 0,36 0,36 0,026 0,088
Mediana oM 47 12,13 100,00 100,00 0,30 0,35 0.025 0,083
VIR |71 12,54 100,00 13,82 0,32 0,63 0,084 0,141
Total | 142 24,09 62,41 48,51 7,05 13,23 0,073 0,114
VR |24 15,73 55,15 26,04 0,50 0,43 0,058 0,115
Promedio  om {47 23,17 64,94 62,79 4,08 10,98 0.038 0.076
VIR |71 27,53 63,20 46,65 11,24 19,04 0,101 0,138
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B) FLORACION TEMPORADA 2016/17

aisII:Zios fenhexamid | fenpyrazamine | boscalid fluopyram |isofetamida | fludioxonil cf)l,gg?:)ig:if‘

Total 426 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,0001 0,002

(p‘;?n?” VR 60 0,00 0,00 0,05 0,03 0,07 0,0077 0,002

Jclens RM 226 0,02 0,04 0,16 0,00 0,00 0,0001 0,007

VIR 140 0,01 0,00 0,15 0,00 0,00 0,0001 0,009

Total 426 100,00 100,00 100,00 | 100,00 | 10000 | 2373 0,749

(pzfr;"'_) VR 60 69,71 100,00 100,00 4,77 20,68 2,373 0,749

s RM 226 100,00 100,00 100,00 | 100,00 | 100,00 | 0,630 0,351

VIR 140 100,00 100,00 100,00 | 100,00 | 100,00 | 0,096 0,358

Total 426 10,48 100,00 100,00 1,03 0,87 0,041 0,117

Mediana |__VR 60 11,02 100,00 100,00 0,75 0,87 0,132 0,254

RM 226 9,47 100,00 100,00 126 103 0,040 0,090

VIR 140 1,17 100,00 100,00 0,83 0,69 0,037 0,143

Total 426 16,06 60,59 70,79 23,61 23,00 0,096 0,137

VR 60 10,75 66,49 73,37 0,97 1,54 0,414 0,262
Promedio

RM 226 10,66 57,67 67,27 31,56 20,19 0,050 0,104

VIR 140 27,06 62,77 75,37 20,49 22,49 0,036 0,138
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C) PRECOSECHA TEMPORADA 2016/17

cyprodinil
N° fenhexamid | fenpyrazamine | boscalid | fluopyram | isofetamid | fludioxonil &
aislados fludioxonil
Total 618 0,01 0,00 0,02 0,00 0,00 0,0001 0,001
(pl;?r;"l_) VR 94 0,02 0,05 0,10 0,02 0,00 0,0129 0,018
menor RM 261 0,02 0,00 0,02 0,00 0,02 0,0005 0,001
VIR 263 0,01 0,00 0,06 0,00 0,00 0,0001 0,014
Total 618 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 | 0,627 0,442
(N'ZIC;“’L) VR 94 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,244 0,323
mayor RM 261 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,627 0,355
VIR 263 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,530 0,442
Total 618 12,73 100,00 100,00 1,07 0,57 0,042 0,128
Mediana VR 94 12,92 100,00 100,00 0,93 0,11 0,040 0,099
RM 261 12,37 100,00 100,00 1,90 4,53 0,041 0,129
VIR 263 13,38 100,00 100,00 0,81 0,40 0,042 0,134
Total 618 16,42 69,85 70,53 21,99 27,16 0,058 0,130
. VR o4 16,60 66,52 76,89 8,66 3,51 0,057 0,102
Promedio
RM 261 16,20 62,64 77,64 30,15 39,62 0,056 0,134
VIR 263 16,58 78,20 61,20 18,64 23,24 0,060 0,135
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D) FLORACION TEMPORADA 2017/18

aislr;:ios fenhexamid |fenpyrazamine | boscalid | fluopyram | isofetamid | fludioxonil cfﬁ;?:;g:“&
Total 426 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,0001 0,002
(p?r::u VR 60 0,00 0,09 0,05 0,03 0,07 0,0077 0,002
i RM 226 0,02 0,04 0,16 0,00 0,00 0,0001 0,007
VIR 140 0,01 0,00 0,15 0,00 0,00 0,0001 0,009
Total 426 100,00 100,00 100,00 | 100,00 | 100,00 | 2,373 0,749
(pzm_) VR 60 69,71 100,00 100,00 4,77 20,68 2,373 0,749
e ier RM 226 100,00 100,00 100,00 | 100,00 | 100,00 | 0630 0,351
VIR 140 100,00 100,00 100,00 | 100,00 | 100,00 | 0,096 0,358
Total 426 10,48 100,00 100,00 1,03 0,87 0,041 0,117
Mediana VR 60 11,02 100,00 100,00 0,75 0,87 0,132 0,254
RM 226 9,47 100,00 100,00 1,26 1,03 0,040 0,090
VIR 140 1,17 100,00 100,00 0,83 0,69 0,037 0,143
Total 426 16,06 60,59 70,79 23,61 23,09 0,096 0,137
Promedio YR 60 10,75 66,49 73,37 0,97 1,54 0,414 0,262
RM 226 10,66 57,67 67,27 31,56 29,19 0,050 0,104
VIR 140 27,06 62,77 75,37 20,49 22,49 0,036 0,138
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E) PRECOSECHA TEMPORADA 2017/18

aislr::jos fenhexamid fenpyrazamine | boscalid | fluopyram | isofetamid | fludioxonil cfﬁ;‘i’:;g:“&

Total 386 0,00 0,02 0,07 0,00 0,01 0,0001 0,002

(pE?ITSIOL) VR 44 0,45 0,20 0,21 0,05 0,14 0,0183 0,008

GO RM 202 0,00 0,05 0,07 0,05 0,01 0,0001 0,002

VIR 140 0,02 0,02 0,10 0,00 0,04 0,0001 0,002

Total 386 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,488 0,656

(ugfniol_) VR 44 100,00 100,00 100,00 | 100,00 | 100,00 0,488 0,431

mayor RM 202 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,082 0,469

VIR 140 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,169 0,656

Total 386 12,92 100,00 100,00 3,28 4,62 0,034 0,096

Mediana VR 44 12,54 100,00 100,00 5,01 0,76 0,033 0,116

RM 202 12,72 100,00 100,00 3,60 35,46 0,034 0,093

VIR 140 13,38 100,00 100,00 1,83 1,79 0,032 0,094

Total 386 28,52 85,63 86,49 24,48 41,71 0,042 0,112

. VR 44 21,79 94,10 86,50 26,32 26,65 0,066 0,154
Promedio

RM 202 30,49 85,44 86,77 26,71 47,75 0,037 0,100

VIR 140 27,80 83,24 86,10 20,68 37,75 0,043 0,116
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Anexo 2. Predio con alta resistencia inicial a fenhexamid y leve resistencia a boscalid. Tratamiento con menor nivel de
pudricion final

B3 FENILALANINA
- 100+ £ SERINA
& & ISOLEUCINA Tratamiento efectuado en temporada 2016/17
2 3 VALINA Frecuencia de mutaciones asocladas a fenhexamid detectadas PC1: en
§ 50- precosecha 2015/16, en flor de 2016/17 y en precesecha de 2016/17
g (PC1, FLOR 1y PC2, respectivamente), Incremento de aislados silvestres
& sin mutacién en codén 412, (Fenilalanina),

Segundo
periodo critico "
Periodo ¢ritico de infeccion Disminuyen los o u?:a?;::::g:;l?:‘:?l’ -
mds importante en uva de mesa compuestos Rguan i b Lk
antifungicos, y las
hayas son més
i susceptibles
Epocas de Cierre de Pre Pre Pre Pre Cosecha 4
. | J | [ st F e re Em Cosech 1 .
aplleacién Caliptra Rajada |Inicio de Flor| Plena Flor Post Flor Ssidine Pre Envero Envero Fosuatis CN;CM Cﬂ;;c.hn Aplicacién extra
» 7 Cyprodinil , e
, . ) Cyprodinil & ) i )
Tratam. @ | Trichonativa & boscalid | Trichonativa | Timorex bellis P m“‘. Serifel | Serifel | Timorex Timorex
fludioxonil fludioxonil
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Anexo 3. Resultados obtenidos en bio ensayos de virulencia de aisaldos de Botrytis
cinerea de disitnto nivel de sensibilidad a fenhexamid y boscalid, realizados en plantas
de pepino (Cucumis saftivus)

Diametro medio de lesion por dosis de Bacilfus subtilis (T1 vs T2
vs T3 wvs T4)
50
40
30
£
£
20
i0
0
SedfL GogfL
Dosis
@ T1: Inoculacion 6 horas post- aplicacion M T2: inoculacion 12 horas post- aplicacion
L1 T3: inoculacion 24 horas post- aplicacion i T4: inoculacion 48 horas post- aplicacion
Diametro medio de lesion por dosis de Bacillus subtilis (T1vs T2
vsT3 vs T4)
50
40
20
£
£ |
|
10
L]
Daosis
¥ T1: Aplicacion 3 horas post- inoculacion M T2: Aplicacion 6 horas post- inoculacion
.1 T3: Aplicacién 24 horas post-inoculacién i T4: Aplicacion 48 haras post-inoculacion
|
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Diametro medio de lesion por dosis de Bacillus amyloliquefaciens

(T1lvs T2 vs T3 vs T4)
40
30
£
= 20
10
(]
Dosis
M T1:Inoculacion 6 horas post- apficacion M T2: inoculacion 12 horas post- aplicacion
1 T3: Inoculacion 24 horas post- aplicacion i T4: Inoculacion 48 horas post- aplicacion
Diametro medio de lesion por dosis de Bacillus amyloliquefaciens
(T1ws T2 vsT3 vs T4)
40
30
£ 20
£ 2
10
(i}

M T1: Aplicacion 3 horas post- inoculacion W T2: Aplicacion 6 horaspost- inoculacion
i T3: Aplicacion 24 horas post-inoculacion 8 T4: Aplicacion 48 horas post-inoculacion
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Diametro medio de lesion por dosis de Melaleuca alternifolia (T1

ws T2 vs T3 vs T4)
50
40
30 ‘
£ 1
E |
20
10
©
T 150 miL/hL ‘
|
i
M T1: Inoculacion 6 horas post- aplicacién W T2: Inoculacion 12 horas post- aplicacion ‘
1 T3: Inoculacion 28 horas post- aplicacion B T4: Inoculacion 48 horas post- aplicacion f
|
Diametro medio de lesion por dosis de Melaleuca alternifolia (T1
wvs T2 vsT3 vs T4)
50
a .
40 37 38 E
% b b 3z 34
30 = ' 26 26 i
£ il
£ ;
20 { ~
10
o

Dosis

i T1: Aplicacion 3 horas post- inoculacion W T2: Aplicacion 6 horas post- inoculacion

11 T3: Aplicacion 24 horas post-inoculacion 8 T4: Aplicacion 48 horas post-inoculacion
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Diametro medio de lesion por dosis de Trichoderma spp. (T1 vs T2

vs T3 vs T4)
50
~ab ab
41 a6 39
40
30
£
£
20
10
o
T
M T1: Inoculacion 6 horas post-aplicacion W T2: Inoculacion 12 horas post- aplicacion
1 T3: inoculacion 24 horas post- aplicacion i T4: inoculacion 48 horas jpost- aplicacion
Diametro medio de lesion por dosis de Trichoderma spp. (T1 vs T2
vsT3 vs T4)
50 ab a zp f
39 41 41 49 b ab ab 2 \
40 . |
30
3
£
20
0 I

100 mi/ht

T
Dasis
M Ti: Aplicacion 3 horas post- inoculacion M T2: Aplicacion 6 horas post- inoculacion

1 T3: Aplicacion 24 horas post-inoculacion B T4: Aplicacion 48 horas post-incculacion
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Anexo 4. Tratamientos Premium de control segun frecuencia de aislados sensibles,
resistentes, mutaciones en el gen Erg27, en el gen sdhB y nivel de pudricién final

Predio 1 V Regidén

Tratamiento| Caliptra Rajada| Iniciode Flor | PlenaFlor (Terminode Flor| Entre |Cierre de Racimo| Pre Envero|Envero| Pre Cosecha 1 |Pre Cosecha2
4 | Trichonativa |  Switch  |MiravisPrime| TimorexGold [Trichonativa| TimorexGold | Bellis |Switch|Timorex Gold |  Teldor
, floracion 2017-2018 pre-cosecha 2017-2018
Parametros = =
fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid
Sensibilidad ECsg (pug/mL) 9,24 73,53 18,48 100,00
% aislados resistentes 100,00 83,00 91,00 100,00
% aislados sensibles 0,00 17,00 9,00 0,00
T4 Erg27 % aislados sensibles 75,00 - 18,18 .
P225 % aislados sensibles — 91,67 o 100,00
H272 % aislados sensibies ———- 25,00 ———- 0,00
Infeccién en post-cosecha (%) 0,28 (65 dias)
Simetras pre-cosecha 2015-2016 floracion 2016-2017 pre-cosecha 2016-2017 floracion 2017-2018 pre-cosecha 2017-2018
fenhexamid | boscalid | fenhexamid | boscalid | fenhexamid | boscalid | fenhexamid | boscalid | fenhexamid | boscalid
Sensibilidad ECs, {pg/mt) 1573 26,04 818 100,00 0,03 96,58 474 9,76 20,28 66,80
% aislados resistentes 88,00 2500 83,00 100,00 0,00 100,00 61,00 8,00 82,00 67,00
% aislados sensibles 12,00 75,00 17,00 0,00 100,00 0,00 33,00 92,00 18,00 33,00
TOC | Erg27%aislados sensibles 12,50 25,00 83,33 100,00 - 30,00
P225 % aislados sensibles 100,00 100,00 100,00 e 100,00 100,00
H272 % aisfados sensibies 75,00 e 16,67 0,00 - 83,33 40,00
Infeccion en post-cosecha (%) 0,65 (41 dias) 0,23 (35 dias) 0,34(65 dias)
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Predio 2 RM

TratamientolCaIiptra Rajada| IniciodeFlor | Entre | PlenaFlor |TerminodeFlor| Entre |Cierre deRacimo| Pre Envero | Envero |Pre Cosechal{Pre Cosecha?
3| Trichonativa {Luna Tranquility| ~Serifel Switch Serifel ~{Trichonativa| TimorexGold | Bellis | Switch | Serfel | Teldor
5 floracion 2017-2018 pre-cosecha 2017-2018
Parametros
fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid
Sensibilidad ECso {(pg/mlL) 7,41 50,51 12,36 64,01
% aislados resistentes 75,00 50,00 100,00 64,00
% aislados sensibles 25,00 50,00 0,00 36,00
LE Erg27 % aislados sensibles 41,67 o 0,00 —
P225 % aislados sensibles ———- 100,00 —— 100,00
H272 % aislados sensibles e 50,00 e 36,36
Infecciéon en post-cosecha (%) 0,11 (53 dias)
—— pre-cosecha 2015-2016 floracion 2016-2017 pre-cosecha 2016-2017 floracion 2017-2018 pre-cosecha 2017-2018
fenhexamid { boscalid | fenhexamid | boscalid | fenhexamid | boscalid | fenhexamid | boscalid | fenhexamid | boscalid
Sensibilidad ECs; {ygfmt) 1599 34,76 3,60 086 12,28 100,00 62,30 76,37 19,35 038
% aislados resistentes 100,00 42,00 17,00 0,00 100,00 100,00 100,00 70,00 73,00 70,00
% aislados sensibles 0,00 58,00 83,00 100,00 0,00 0,00 0,00 30,00 27,00 30,00
TC Erg27 % aislados sensibles 20,83 - 75,00 - 0,00 0,00 - 30,00
P225 % aislados sensibles 100,00 -- 100,00 - 0,00 - 25,00 100,00
H272 % aislados sensibles - 95,83 100,00 100,00 100,00 - 30,00
Infeccion en post-cosecha (%) 0,99 (42 dias) 1,03 (53 dias) 0,40 (53 dias)
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Predio 3 RM

Tratamiento Caliptra Rajada| Iniciode Flor | PlenaFlor |TerminodeFlor| Entre |Cierre de Racimo|Pre Envero|Envero| Pre Cosecha 1 |Pre Cosecha2
4 | Trichonativa |  Switch  |LunaTranquility| Serenade Aso |Trichonativa| TimorexGold | Bellis |Switch|Serenade ASO | Teldor
. floracion 2017-2018 pre-cosecha 2017-2018
Parametros = = =
fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid
Sensibilidad ECsg (ag/mlL) 8,88 83,68 12,48 100,00
% aislados resistentes 67,00 30,00 100,00 100,00
% aislados sensibles 33,00 10,00 0,00 0,00
T4 Erg27 % aislados sensibles 8,33 — 0,00 —
P225 % aislados sensibles - 100,00 ——— 100,00
H272 % aislados sensibles — 25,00 — 0,00
Infeccién en post-cosecha (%) 2,23 (58 dias)
oot pre-cosecha 2015-2016 floracién 2016-2017 floracién 2017-2018 pre-cosecha 2017-2018
fenhexamid bescalid fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid
Sensibilidad ECsg {(pug/mi) 29,39 92,36 12,58 1,21 14,55 100,00 27,89 100,00
% aislados resistentes 79,00 100,00 100,00 0,00 100,00 100,00 100,00 100,00
% aisiados sensibles 21,00 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
™C Erg27 % aislados sensibles 20,83 0,00 o 0,00 0,00
P225 % aislados sensibles - 79,17 100,00 100,00 - 100,00
H272 % aislados sensibles - 45,83 o 100,00 - 33,33 e 0,00
Infeccion en post-cosecha (%) 2,21 (30 dias) 0,28 (41 dias) 1,99 (58 dias)
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Predio 4 RM

P floracion 2016-2017 pre-cosecha 2016-2017 floracion 2017-2018 pre-cosecha 2017-2018
fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid
Sensibilidad ECsy {ptg/ml) 1,47 73,04 823 77,30 12,46 71,92 4133 59,24
% aislados resistentes 11,00 83,00 61,00 81,00 50,00 78,00 41,00 59,00
% aislados sensibles 89,00 17,00 39,00 19,00 50,00 22,00 59,00 41,00
Erg27 % aislados sensibles 88,89 - 38,89 o 55,56 - 58,82
P225 % aislados sensibles - 94,44 - 94,44 —-- 88,89 —-- 100,00
H272 % aislados sensibles - 44,04 - 33,33 —-- 11,11 o 58,82
Infeccion en post-cosecha (%) 1,30 (32 dias) 4,05 (36 dias)
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Predio 5 RM

Tratamiento|CaliptraRajada| Iniciode Flor | PlenaFlor |TerminodeFlor| Entre  |Cierre de Racimo|Pre Envero|Envero| Pre Cosecha 1| Pre Cosecha 2
2 | Trichonativa |  Switch kamuy Serifel ~ |Trichonativa|  Serifel Bellis (Switch|  Serifel Teldor
Parsmetros floracion 2017-2018 pre-cosecha 2017-2018
fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid
Sensibilidad ECso {(ug/mil) 10,19 100,00 54,27 100,00
% aislados resistentes 92,00 100,00 83,00 100,00
% aislados sensibles 8,00 0,00 17,00 0,00
T2 Erg27 % aislados sensibles 0,00 s 16,67 .
P225 % aislados sensibles ——— 100,00 ———- 100,00
H272 % aislados sensibles e 0,00 —~——= 0,00
Infecciéon en post-cosecha (%) 0,39 (74 dias)
Parg floracion 2016-2017 pre-cosecha 2016-2017 floracion 2017-2018 pre-cosecha 2017-2018
fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid
Sensibilidad ECsg {pg/mt} 10,90 40,25 14,64 100,00 2,91 81,92 31,09 100,00
% aislados resistentes 89,00 44,00 94,00 100,00 27,00 82,00 100,00 100,00
% aislados sensibles 11,00 56,00 6,00 0,00 73,00 18,00 0,00 0,00
TDC Erg27 % aislados sensibles 16,67 5,56 — 25,00 — 0,00 —
P225 % aislados sensibles -—-- 55,56 - 11,11 - 100,00 - 100,00
H272 % aislados sensibles ---- 94,44 88,89 0,00 0,00
Infeccion en post-cosecha (%) 0,45 (89 dias) 0,24 (74 dias)
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Predio 6 RM

Tratamiento | Caliptra Rajada Inicio de Flor|  PlenaFlor (Terminode Flor| Entre | Cierre de Racimo|Pre Envero| Envero| Pre Cosecha 1| Pre Cosecha2
2 | Trichonativa | Switch cantus Serifel ~ {Trichonativa|  Serifel Bellis (Switch|  Serifel Teldor
S floracion 2017-2018 pre-cosecha 2017-2018
fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid
Sensibilidad ECsp (pg/ml) 4,56 47,12 16,65 91,74
% aislados resistentes 83,00 50,00 100,00 92,00
% aislados sensibles 17,00 50,00 0,00 8,00
T2 Erg27 % aislados sensibles 41,67 - 50,00 P
P225 % aislados sensibles e 100,00 - 100,00
H272 % aislados sensibles e 0,00 ———- 8,33
Infeccion en post-cosecha (%) 0,81 (63 dias)
Saietos floracion 2016-2017 pre-cosecha 2016-2017 floracion 2017-2018 pre-cosecha 2017-2018
fenhexamid boscalid | fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid
Sensibilidad ECsp (pg/mt) 18,08 77,98 15,28 100,00 6,24 20,18 47,46 90,08
% aislados resistentes 100,00 78,00 100,00 100,00 67,00 25,00 100,00 90,00
% aislados sensibles 0,00 22,00 0,00 0,00 33,00 75,00 0,00 10,00
Erg27 % aislados sensibles 5,56 - 16,67 - 0,00 - 0,00 -
P225 % aislados sensibles - 72,22 o 61,11 o 100,00 o 100,00
H272 % aislados sensibles --—- 38,89 i 38,89 o 0,00 - 10,00
Infeccién en post-cosecha (%) 0,64 (56 dias) 1,54 (63 dias)
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Predio 7 VI Reqgion

i pre-casecha 2015-2016 floracion 2016-2017 pre-cosecha 2016-2017 floracion 2017-2018 pre-cosecha 2017-2018

fenhexamid | boscalid | fenhexamid | boscalid | fenhexamid | boscalid | fenhexamid | boscalid | fenhexamid | boscalid

Sensibifidad ECs; {pg/mi) 19,79 Lyl 26,62 51,06 13,00 0,78 938 24,09 8,74 63,73
% aislados resistentes 2,00 25,00 83,00 50,00 100,00 0,00 67,00 24,00 85,00 69,00

% aislados sensibles 8,00 75,00 17,00 50,00 0,00 100,00 33,00 76,00 15,00 31,00
Erg27 % aislados sensibles 16,67 - 16,67 e 0,00 - 66,67 - 30,77 -
P225 % aislados sensibles - 91,67 100,00 100,00 e 94,44 —- 84,62
H272 % aislados sensibles 100,00 - 50,00 - 100,00 33,33 46,15

Infeccion en post-cosecha (%) 0,60 (29 dias) 0,59 (44 dias) 0,69 (49 dias)
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Predio 8

Tratamiento| Caliptra RajadalIniciode Flor| PlenaFlor |TerminodeFlor| Entre |Cierre de Racimo)|Pre Envero|Envero| Pre Cosecha1|Pre Cosecha?
2 Trichonativa |  Switch cantus Serifel  |Trichonativa|  Serifel Bellis |Switch|  Serifel Teldor
. floracion 2017-2018 pre-cosecha 2017-2018
Parametros
fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid
Sensibilidad ECsg (ug/mt) 15,68 81,98 18,06 82,06
% aislados resistentes 100,00 82,00 100,00 82,00
% aislados sensibles 0,00 18,00 0,00 18,00
T2 Erg27 % aislados sensibles 16,67 —— 0,00 eost
P225 % aislados sensibles e 66,67 -— 0,00
H272 % aislados sensibles e 50,00 st 100,00
Infeccién en post-cosecha (%) 0,64 (54 dias)
Soskiings floracion 2016-2017 pre-cosecha 2016-2017 floracién 2017-2018 pre-cosecha 2017-2018
fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid
Sensibilidad EC5o (pg/ml) 6,44 72,52 15,29 96,44 822 100,00 33,04 100,00
% aislados resistentes 61,00 72,00 94,00 100,00 75,00 100,00 88,00 100,00
% aislados sensibles 39,00 28,00 6,00 0,00 25,00 0,00 12,00 0,00
Erg27 % aislados sensibles 55,56 - 5,56 - 8,33 e 18,18
P225 % aislados sensibles - 66,67 50,00 - 100,00 - 100,00
H272 % aislados sensibles ---- 77,78 50,00 o 0,00 -eee 0,00
Infeccién en post-cosecha (%) 0,92 (61 dias) 2,01 (54 dias)

59




Predio 9 VI Reqgi6on

Tratamiento|Caliptra Rajada| Iniciode Flor | PlenaFlor |TerminodeFlor| Entre |Cierre de Racimo|Pre Envero|Envero| Pre Cosecha 1 {Pre Cosecha2
1 | Trichonativa | Kenjad00SC |  Switch Kamuy  |Trichonativa| TimorexGold | Bellis |Switch|TimorexGold | Teldor
" floracién 2017-2018 pre-cosecha 2017-2018
Parametros 2
fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid
Sensibilidad ECsq (pug/mlL) 15,35 34,98 19,77 50,18
% aislados resistentes 58,00 33,00 42,00 50,00
% aislados sensibles 42,00 67,00 58,00 50,00
1 Erg27 % aislados sensibles 33,33 o 58,33 —
P225 % aislados sensibles — 100,00 — 50,00
H272 % aislados sensibles —— 66,67 ——— 100,00
Infeccién en post-cosecha (%) 0,43 (45 dias)
Skatmiet floracion 2016-2017 pre-cosecha 2016-2017 floracion 2017-2018 pre-cosecha 2017-2018
fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid
Sensibilidad ECs, {p1g/mi) 7,66 85,35 15,15 70,19 22,31 100,00 25,02 25,24
% aislados resistentes 56,00 94,00 94,00 71,00 88,00 100,00 44,00 25,00
% aislados sensibles 44,00 6,00 6,00 29,00 12,00 0,00 56,00 75,00
TDC Erg27 % aislados sensibles 44,44 — 11,11 — 16,67 55,56
P225 % aislados sensibles R 72,22 - 77,78 - 100,00 - 100,00
H272 % aislados sensibles ---- 38,89 - 50,00 — 0,00 e 66,67
Infeccién en post-cosecha (%) 1,36 (48 dias) 0,56 (45 dias)
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Predio 10 VI Regién

Tratamiento| CaliptraRajada| Iniciode Flor | PlenaFlor |TerminodeFlor] Entre |Cierre de Racimo|Pre Envero| Envero| Pre Cosecha 1|Pre Cosecha 2
4 | Trichonativa |  Switch |LunaTranquility| Timorex Gold |Trichonativa| TimorexGold | Bellis |Switch|Serenade ASO|  Teldor
, floracién 2017-2018 pre-cosecha 2017-2018
Parametros &
fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid
Sensibilidad EC5o (pg/mL) 51,62 64,27 21,43 100,00
% aislados resistentes 70,00 64,00 100,00 100,00
% aislados sensibles 30,00 36,00 0,00 0,00
T4 Erg27 % aislados sensibles 41,67 — 0,00 .
P225 % aislados sensibles o 100,00 ——— 100,00
H272 % aisiados sensibles e 41,67 — 25,00
Infeccién en post-cosecha (%) 0,03 (69 dias)
; pre-cosecha 2015-2016 pre-cosecha 2016-2017 floracion 2017-2018 pre-cosecha 2017-2018
fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid fenhexamid boscalid
Sensibilidad ECs; {pg/mi) 17,52 59,13 0,29 100,00 43,10 80,10 20,23 100,00
% aislados resistentes 67,00 58,00 100,00 100,00 50,00 80,00 92,00 100,00
% aislados sensibles 33,00 42,00 0,00 0,00 50,00 20,00 8,00 0,00
TDC Erg27 % aislados sensibles 50,00 —- 0,00 - 58,33 - 8,33 -
P225 % aislados sensibles 83,33 - 100,00 —— 100,00 - 100,00
H272 % aislados sensibles -— 69,57 — 83,33 —-- 8,33 - 8,33
Infeccion en post-cosecha (%) 0,05 (36 dias) 0,28 (60 dias) 0, 11 (69 dias)
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Introduccion

La uva de mesa es la principal especie del rubro
fruticola del pais y la Pudricion Gris causada por
Botrytis cinerea el problema fitopatolégico mas
importante que la afecta y su manejo considera
practicas culturales y control quimico en los periodos
criticos de infeccion (floracion, y desde pre-envero a
cosecha), pero debido a la gran variabilidad genética y
gran capacidad de generar resistencia a fungicidas que
presenta el hongo, no siempre se logra el éxito
esperado.

Actualmente, las moléculas fungicidas base del
control de botrytis son la mezcla cyprodinil &
fludioxonil (Switch) y las pertenecientes a la Clase llI
de los inhibidores de la biosintesis del ergosterol (SBI),
hydroxyanilidas (fenhexamid) y amino-pyrazolinonas
(fenpyrazamine), y las Carboxamidas, inhibidores de la
biosintesis de la succinato deshidrogenasa (SDHI:
boscalid, fluopyram e isofetamida, entre otras).

La pérdida de sensibilidad a estos ultimos dos grupos
esta asociada a la presencia de mutaciones en el sitio
de accion de estas moléculas. En boscalid, las
mutaciones mas  frecuentemente  detectadas
corresponden a H272R/Y/L (52,8%, 35,42% y 2,1%,
respectivamente) presentes en zonas no conservadas
del ADN del hongo y P225L (6,25%) y P225H (4,16%)
en zonas conservadas, y que son mas dificiles de
eliminar si no se disefia un Programa de Control
adecuado.

Actualmente, los productores estdn bastante
familiarizados con los monitoreos de sensibilidad a
fungicidas, pero los resultados de estos andlisis no
les permiten realizar en forma oportuna los cambios
en los programas de control ya que no indican a qué
causa especifica (mutacion), se asocia la pérdida de
sensibilidad como tampoco, la frecuencia de este
cambio (mutacion) en la poblacion.

Proyecto FIA - U. de Chile, Cédigo PYT-2016-0243

Las herramientas de diagndstico a desarrollarse en el
presente proyecto, técnica qPCR-Multiple, de Unica
Sonda, permitiran determinar cual o cudles son las
mutaciones mds frecuentemente asociadas a la
pérdida de sensibilidad a fenhexamid y a boscalid y su
frecuencia, en predios de distinta condicidn de
sensibilidad inicial a éstos: (i) sensible, (ii) resistente a
fenhexamid, (iii) resistente a boscalid y (iv) resistente a
ambos, y con ello optimizar el uso de los fungicidas
base, protegiendo su eficacia, mediante Ia
incorporacion en épocas especificas de antagonistas
bioldgicos (Tricho
Bacillus amyloliquefaci
fungicidas no residua

A

- Desarrollar
Botrytis en uva 3 exportacion segun
condicion de sensibilidad a moléculas fungicidas
claves, determinadas tempranamente, mediante
técnicas moleculares (qPCR multiple) e incorporacion
de moléculas botryticidas no residuales en las
principales zonas productoras del pais.

Objetivos especificos
- Desarrollar e implementar técnicas de deteccidon

temprana de pérdida de sensibilidad a Carboxamidas
(qPCR-Mudltiple-FMCA).

-Optimizar la herramienta de qPCR para la deteccion
de mutaciones que confieren resistencia a
hydroxyanilidas (qPCR-FMCA).

-Determinar  sensibilidad a carboxamidas e
hydroxyanilidas mediante estas técnicas, validando su
eficiencia mediante secuenciacion y analisis
microbioldgicos tradicionales de sensibilidad e
infeccion en muestras obtenidas desde los predios
seleccionados. (Temporada 1).

-Evaluar en aislados de distinto nivel de sensibilidad a
carboxamidas e hydroxyanilidas la efectividad de
moléculas alternativas medioambientalmente
amigables para el control de Botrytis y en base al nivel
de sensibilidad a los fungicidas quimicos disefiar
Programas de control de Botrytis piloto (Premium).

-Seleccion de Programas Premium evaluando la
eficacia de los programas de control piloto aplicados
(Temporada 2) en los predios seleccionados, mediante
la determinacion de los niveles de infeccion de
Botrytis y condicién de sensibilidad a fungicidas
utilizando las herramientas de innovacion.

-Difundir los resultados del proyecto a beneficiarios
finales de las zonas productoras (Region
Metropolitanay, Vy VI Regiones).

Aplicabilidad e implicancias de los resultados

Como se espera que el uso de la técnica genere un
mejor resultado econémico y mejores retornos a nivel
productor, el costo involucrado en el uso de esta
innovacidén sera factible de ser incorporada por ellos,
asegurandose de esta forma la optimizaciéon de la
produccion de este cultivo y de otros que también se
afectan por Botrytis a nivel regional y a nivel pais.
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